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°C Temperatur in °Celsius 
α Anti 
A Ampere 
ADC Antibody drug conjugate 
ADCC  Antibody-dependent cellular cytotoxicity 
ADCP Antibody-dependent cellular phagocytosis 
ADEPT Antibody-directed emzyme prodrug therapy 
ALL Akute lymphoblastische Leukämie 
AML Akute myeloische Leukämie 
AP Alkalische Phosphatase 
APS Amoniumpersulfat 
AT-Linker Alanin-Threonin-Linker 
AU Absorption units 
Axyz nm Absorption bei deiner Wellenlänge von xyz nm 
BCIP 5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat 
BiTE Bispecific T-cell engager 
bp Basenpaare 
BSA Bovine serum albumine 
Calcein-AM Calcein-Acetoxymethylester 
cAMP Zyklisches Adenosinmonophosphat 
CAR Chimeric antigen receptor 
CCR4 C-C chemokine receptor type 4 
CD Cluster of differentiation 
CDC Complement-dependent cytotoxicity 
cDNA Complementary desoxyribonucleic acid 
CDR Complementary determining region 
CEA Karzinoembryonales Antigen (Carcinoembryonic antigen) 
CEACAM Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 
cfu Colony forming units 
CH Konstante Domäne der schweren Kette 
CHO Chinese Hamster Ovary 
CIP Calf intestine phosphatase 
CL Konstante Domäne der leichten Kette 
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CTLA-4 Cytotoxic T lymphocyte antigen-4 
DAP10 DNAX-activating-protein 10 
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Die Verwendung monoklonaler Antikörper stellt eine wichtige und erfolgreiche Option für 
die Diagnostik und Behandlung von Krebserkrankungen dar. Die Entwicklung neuer 
gentechnologischer Verfahren erlaubte Anfang der 1990er Jahre die Generierung genetisch 
vollständig humaner Antikörper. Neue Screening- und Engineering-Technologien 
ermöglichten darüber hinaus die Schaffung einer neuen Antikörpergeneration in einer Vielfalt 
an Formaten mit verbesserten Eigenschaften bei gleichzeitig reduzierter Immunogenität. 
Einen vielversprechenden Ansatz bilden die Generierung und der Einsatz bispezifischer 
Antikörper, welche zwei verschiedene Tumor-assoziierte Antigene binden können oder 
Antigene auf der Oberfläche von Tumorzellen und Effektorzellen erkennen.  
Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung von humanen monoklonalen Antikörpern gegen 
das Tumor-assoziierte Antigen CEA und das Effektorzellantigen NKG2D in verschiedenen 
mono- und bispezifischen Formaten hinsichtlich der Antigenbindung, des Aggregations-
verhaltens und ihrer Funktionalität.  
Ausgehend von scFv-Fragmenten, die mittels Phagendisplay und Panning aus einer 
Antikörpergenbibliothek selektiert wurden, konnten auf Grundlage eines Kassetten-basierten 
Vektorsystems erfolgreich Antikörper in den Formaten scFv-Fc, IgG, scFv-Fc-scFv und IgG-
scFv z.T. mit ADCC-optimiertem Fc-Teil generiert und produziert werden. Die Antikörper 
wiesen in den verschiedenen Formaten eine spezifische Antigenbindung auf. Darüber hinaus 
konnte bei einem der CEA-spezifischen Antikörper der Einfluss von Aviditätseffekten auf die 
Antigenbindung nachgewiesen werden. Die Aggregationsneigung variierte in Abhängigkeit 
vom Format stark. Die geringste Aggregationsneigung wiesen Antikörper im IgG-Format auf, 
wohingegen die Tendenz zur Bildung von Dimeren am stärksten im scFv-Fc-scFv-Format 
ausgeprägt war. Im Zytotoxizitätsassay konnte die Funktionalität der verschiedenen mono- 
und bispezifischen Konstrukte sowie eine Verstärkung der Zelllyse durch den ADCC-
optimierten Fc-Teil nachgewiesen werden.  
Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten auf eine grundlegende Eignung der analysierten mono- 
und bispezifischen Antikörper für die Weiterentwicklung im Zusammenhang mit 




The use of monoclonal antibodies represents an important and effective option for the 
diagnosis and therapy of cancer. During the nineties of the last century, the development of 
new genetic engineering methods allowed the generation of antibodies from fully human 
genes. Furthermore, new screening and engineering methods enabled the creation of a new 
antibody generation with a variety of formats, improved characteristics with simultaneously 
reduced immunogenicity. The generation and application of bispecific antibodies, that 
recognise two tumor associated antigens or a tumor associated antigen and an effector antigen, 
comprises a promising appoach for therapeutics. 
The aim of this work was the characterization of human monoclonal antibodies against the 
tumor associated antigen CEA and the effector antigen NKG2D in different mono- and 
bispecific formats with regards to antigen specificity, aggregation tendency and functionality. 
Based on scFv fragments that were selected from antibody gene libraries using phage display 
and panning, and by using a cassette based vector system, several antibodies were genereated 
in differend fomats and produced sucsessfully. The different formats comprised scFv-Fc, IgG, 
scFv-Fc-scFv und IgG-scFv antibodies partially including an ADCC optimized Fc part. The 
generated antibodies bound specifically to their antigen and one CEA specific antibody 
showed avidity effects during antigen binding. The aggregation tendency of the antibodies 
varied greatly depending on the used format. IgG antibodies showed the lowest aggregation 
tendency while scFv-Fc-scFv antibodies were more prone to dimerization. Several generated 
mono- and bispecific antibodies were functional in a cytotoxicity assay and enhanced cell 
lysis due to presence of the ADCC optimized Fc part. 
Taken together, the results indicate that the analyzed mono- and bispecific antibodies may be 





3.1 Monoklonale Antikörper in der Krebstherapie 
In den 1970ern entwickelten Georges Köhler und César Milstein mit der 
Hybridomtechnologie die erste verlässliche Möglichkeit, monoklonale Antikörper mit 
gleicher Antigenspezifität zu gewinnen (Köhler & Milstein, 1975). Ausgehend von dieser 
bahnbrechenden Methode begann zeitnah die Entwicklung therapeutischer Antikörper. 1986 
wurde der erste Antikörper dieser Generation Muromonab (Handelsname Orthoclone OKT-
3
®
), ein CD3-spezifischer muriner Immunglobulin G 2a (IgG2a)-Antikörper zur Behandlung
von Abstoßungsreaktionen bei Organtransplantationen, von der FDA (Food and Drug 
Administration) zugelassen (Ortho Multicenter Transplant Study Group, 1985). Murine 
Antikörper stellten sich jedoch in der klinischen Entwicklung als hoch immunogen heraus und 
verursachten starke Nebenwirkungen (Sgro, 1995). Die wiederholte Gabe der Antikörper 
führte zur Bildung neutralisierender Antikörper durch den Patienten und damit zur 
Unwirksamkeit der Behandlung (HAMA, Human anti-mouse antibody; Courtenay-Luck et al, 
1986; Tjandra et al, 1990). Weitere Probleme stellten die ineffiziente Aktivierung von 
Effektorfunktionen, bedingt durch den murinen Fc-Teil (Fragment crystallizable/constant) 
und die kurze Halbwertszeit der Antikörper dar (Glennie & Johnson, 2000; Ober et al, 2001). 
Um die Effizienz zu erhöhen und die unerwünschten Nebeneffekte zu reduzieren, wurden die 
Antikörper mit Hilfe neuer Techniken wie der Chimärisierung und Humanisierung 
weiterentwickelt. Die Chimärisierung von Antikörpern beinhaltet den Austausch der murinen 
gegen humane konstante Domänen (Boulianne et al, 1984; Morrison et al, 1984). Bei der 
Humanisierung werden nur die murinen CDRs (Complementarity determining regions) 
beibehalten und in ein humanes Antikörpergerüst eingefügt (Jones et al, 1986; Riechmann et 
al, 1988). Als erfolgreiche Beispiele sind hier der 1997 von der FDA zugelassene chimere 




) und der 1998 zugelassene
humanisierte IgG1 Trastuzumab (Handelsname Herceptin
®
) zu nennen (Coiffier, 2007; Nahta
& Esteva, 2007). Der CD20-spezifische Antikörper Rituximab wird für die Behandlung von 
Non-Hodgkin-Lymphomen und chronischer lymphatischer Leukämie eingesetzt. Der 
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HER2-spezifische Antikörper Trastuzumab ist für die Behandlung von Brust- und 
Magenkrebs zugelassen. (Vacchelli et al, 2014)  
Ein entscheidender Schritt bei der Entwicklung therapeutischer Antikörper stellte Anfang der 
1990er die Generierung vollständig humaner Antikörper durch zwei neue 
Technologien - transgene Mäuse und das Phagendisplay - dar. Transgene Mäuse tragen das 
humane Antikörpergenrepertoir. Nach der Immunisierung der Mäuse können mit Hilfe der 
Hybridomtechnologie humane Antikörper produziert werden. (Jakobovits, 1995; Lonberg, 
2005) Das Phagendisplay ermöglicht die immunisierungsfreie in vitro Selektion Antigen-
spezifischer Antikörperfragmente, die anschließend in andere Formate überführt werden 
können (Hoogenboom, 2005; Schirrmann et al, 2011). Der erste therapeutische Antikörper 
dieser Generation war der 2001 zugelassene TNFα (Tumor necrosis factor α) -spezifische 
IgG1-Antikörper Adalimumab (Handelsname Humira
®
). Adalimumab wurde mittels 
Phagendisplay generiert und wird bei entzündlichen Erkrankungen, wie rheumatoider 
Arthritis oder Morbus Crohn eingesetzt. (Rau, 2002; Asgharpour et al, 2013) In den 
Folgejahren wurden auch humane Antikörper für die Krebstherapie entwickelt, wie z. B. der 
EGFR (Epidermal growth factor receptor)-spezifische IgG2-Antikörper Panitumumab 
(Handelsname Vectibix
®
, bei kolorektalem Karzinom) oder der CD20-spezifische IgG1-
Antikörper Ofatumumab (Handelsname Arzerra
®
, bei chronischer lymphatischer Leukämie; 
(Moroni et al, 2005; Wierda et al, 2010). Beide Antikörper wurden aus transgenen Mäusen 
entwickelt (Yang et al, 2001; Teeling et al, 2004). 
Durch die Entwicklung vollständig humaner Antikörper konnten die Immunogenität und 
damit die Nebenwirkungen der Therapie deutlich verringert, aber nicht eliminiert werden 
(siehe Abbildung 3.1). Eine Vielzahl von Faktoren beeinflusst das immunogene Potential: Die 
Glykosylierung der rekombinant hergestellten Antikörper oder auch die verwendeten CDRs 
können vom Immunsystem des Patienten als körperfremd erkannt werden. Der Immunstatus 
des Patienten sowie genetische Faktoren spielen ebenso eine wichtige Rolle. Hinzu kommen 
die Galenik des Therapeutikums und die Art des Zielproteins selbst (zellgebunden, löslich 
oder Immunzelle). (Sauerborn, 2014) Die Verringerung der Immunogenität sowie die 
Erhöhung der Effektivität der Antikörper führten neben der Humanisierung und Generierung 
humaner Antikörper zu einer vielfältigen Weiterentwicklung und Modifikation z.B. durch 
Veränderung des Glykosylierungsmusters, der Affinität und Avidität, oder der Molekülgröße 
(Scott et al, 2012; Sauerborn, 2014).  
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Abbildung 3.1 Verringerung der Immunogenität von Antikörpern durch Chimerisierung und 
Humanisierung  
Der Austausch der konstanten Domänen eines Maus-Antikörpers, der z.B. mittels Hybridomtechnologie 
generiert wurde, führt zu einer Verringerung der Immunogenität (chimärer Antikörper). Die Immunogenität kann 
weiter verringert werden, indem nur die murinen CDRs (Complementarity determining regions) beibehalten 
werden und in ein humanes Antikörpergerüst eingefügt werden (humanisierter Antikörper). Humane Antikörper, 
die keinerlei murine Bestandteile besitzen, zeigen im Allgemeinen die geringste Immunogenität (modifiziert 
nach Sauerborn, 2014).  
3.1.1 Therapiestrategien und Antikörperformate 
Bisher wurden für die Krebstherapie hauptsächlich Antikörper im IgG-Format zugelassen 
(siehe Abbildung 3.2). Dabei dominiert die Anzahl humanisierter und humaner Antikörper 
(siehe Tabelle 3.1). Neben der Monotherapie mit Antikörpern findet häufig die Kombination 
mit Chemotherapeutika Anwendung. Zum Beispiel wird Trastuzumab in 
Kombinationstherapien mit Doxorubicin, Cyclophosphamid, Paclitaxel, Docetaxel oder 
Carboplatin eingesetzt (Genentech, Inc., 2015). Möglich ist auch der Einsatz als adjuvante 
Therapie nach Operationen, Chemotherapien oder Strahlentherapien, um Mikrometastasen 







Bei der Entwicklung neuer Antikörper-basierter Therapien werden eine Vielzahl an Strategien 
verfolgt. Eine Möglichkeit ist die direkte Wirkung des Antikörpers durch die Bindung des 
Zielproteins. Über den Fc-Teil  der Antikörper können Effektorfunktionen des Immunsystems 
aktiviert werden. Zudem eignen sie sich zum gezielten Transport von zytotoxischen 








Abbildung 3.2 Schematischer Aufbau eines Immunglobulin G Antikörpers (IgG)  
VL und VH: variable Domänen der leichten und schweren Kette; CL, CH1, CH2, CH3: konstante Domänen der 
leichten und schweren Kette; Fv: Fragment variable, Antigen-bindender Bereich; Fab: Fragment antigen 
binding; CDR: Complementarity determining region; Hinge-Region: flexibler Bereich zwischen CH1 und CH2-
Domäne der schweren Kette; Fc: Fragment crystallizable/constant, Bereich mit Effektorfunktion      
Tabelle 3.1 Von der FDA für die Behandlung von Krebs zugelassene Antikörper (Stand Februar 2019) 














) humanisierter IgG1 CD52 CLL 2001 
Cetuximab (Erbitux
®





) humanisierter IgG1 VEGF Kolorektales, zervikales und 










) humaner IgG1 CD20 CLL/NHL 2009 
Denosumab (Xgeva
®
) humaner IgG2 RANKL Riesenzelltumore des Knochens 2010 
Ipilimumab (Vervoy
®
) humaner IgG1 CTLA-4 Melanom 2011 
Pertuzumab (Perjeta
®
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Antikörper (Handelsname) Typ Target Indikation 1. Zulassung 
Unkonjugierte Antikörper     
Obinutuzumab (Gazyva
®
) humanisierter IgG1 CD20 CLL/NHL 2013 
Ramucirumab (Cyramza
®
) humaner IgG1 VEGFR2 Brust- und Magenkrebs, NSCLC, 




) humaner IgG4 PD-1 Melanom, NSCLC 2014 
Pembrolizumab (Keytruda
®
) humanisierter IgG4 PD-1 Melanom, NSCLC 2014 
Siltuximab (Sylvant
®
) chimärer IgG1 IL-6 Morbus Castleman 2014 
Dinutuximab (Unituxin
®
) chimärer IgG1 GD2 Hochrisiko-Neuroblastom 2015 
Elotuzumab (Empliciti
®
) humanisierter IgG1 SLAMF7 Multiples Meylom 2015 
Daratumumab (Darzalex
®
) humaner IgG1 CD38 Multiples Meylom 2015 
Necitumumab (Portrazza
®
) humaner IgG1 EGFR NSCLC 2015 
Atezolizumab (Tecentriq
®





) humaner IgG1 PDGFRα Weichteilsarkom 2016 
Avelumab (Bavencio
®
) humaner IgG1 PD-L1 metastatisches Merkelzellkarzinom 2017 
Durvalumab (Imfinzi
®
) humaner IgG1 PD-L1 Urotheliales Karzinom 2017 
Bevacizumab-awwb (Mvasi
®
) Biosimilar zu 
Bevacizumab 
VEGF Kolorektales, renales und zervikales 




) Biosimilar zu 
Trastuzumab  







HER2 Brustkrebs 2018 
Cemiplimab-rwlc (Libtayo
®










) Biosimilar zu 
Rituximab  







HER2 Brustkrebs, Magenkrebs 2019 





 CD19/CD3 B-Zell ALL 2014 
Kombinationstherapie     





chimärer IgG1 mit 
humaner 
Hyaluronidase 





























HER2 Brustkrebs 2013 
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Antikörper (Handelsname) Typ Target Indikation 1. Zulassung 












murines Fv  
(P. aeruginosa 
Exotoxin A) 
CD22 Haarzellleukämie 2018 
CLL: Chronische lymphatische Leukämie, NHL: Non-Hodgkin-Lymphom, NSCLC: Nichtkleinzelliges 
Lungenkarzinom, ALL: Akute lymphoblastische Leukämie, AML: Akute myeloische Leukämie, SALCL: 
Systemisches anaplastisch-großzelliges Lymphom, MMAE: Monomethyl auristatin E, DM1: Mertansin 
(nach  Redman et al, 2015; Kimiz-Gebologlu et al, 2018; Arlotta & Owen, 2019; Monoclonal Antibodies 
Approved by the EMA and FDA for Therapeutic Use (status 2017) – ACTIP website; Drugs@FDA: FDA 
Approved Drug Products, 2019) 
3.1.1.1. Direkte Wirkung durch Antigenbindung 
Die direkte Wirkung eines therapeutischen Antikörpers besteht in der Unterbrechung oder 
Manipulation von Signalwegen, was zur Inhibition der Proliferation oder zur Apoptose der 
Tumorzellen führt. Durch die Bindung an Rezeptoren kann die Interaktion mit Liganden, die 
Homo- und Heterodimerisierung sowie die Phosphorylierung oder Internalisierung von 
Rezeptoren gehemmt werden. Der chimere EGFR-spezifische Antikörper Cetuximab 
(Handelsname Erbitux
®
) blokiert durch Bindung an den EGF-Rezeptor die Bindung des 
Liganden, die Dimerisierung sowie die Phoshorylierung des Rezeptors (Li et al, 2005; Patel et 
al, 2009). Die Unterbrechung der Signalkaskade führt zum Arrest im Zellzyklus und 
letztendlich zur Apoptose der Tumorzellen (Shuptrine et al, 2012). Andere Antikörper binden 
an Liganden und unterbinden so die Interaktion des Liganden mit seinem Rezeptor. 
Denosumab, ein humaner IgG2-Antikörper, bindet an den Liganden RANKL (Receptor 
activator of nuclear factor-κB ligand) und hemmt so die Bindung des Liganden an den 
Rezeptor RANK (Receptor activator of nuclear factor-κB; Roux et al, 2002; Chawla et al, 
2013). Die Inhibition von RANKL reduziert den Knochenab- und -umbau bei Osteoporose 
(Handelsname Prolia
®
) und Riesenzelltumoren des Knochens (Handelsname Xgeva
®
; 
Cummings et al, 2009; Chawla et al, 2013).  
Neben direkt auf Tumorzellen befindlichen Antigenen sind Antigene im Tumor-assoziierten 
Gefäßsystem und dem Stroma therapeutisch relevante Zielstrukturen. Die Angiogenese ist ein 
wichtiger Faktor für die Proliferation von Tumorzellen und das Wachstum von Tumoren. Der 
humanisierte Antikörper Bevacizumab (Handelsname Avastin
®
) bindet spezifisch an den von 
Tumorzellen stark exprimierten pro-angiogenetischen Faktor VEGF-A (Vascular endothelial 
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growth factor-A), wodurch die Bindung des Liganden an den Rezeptor VEGFR-2 (Vascular 
endothelial growth factor receptor-2) und damit die Angiogenese blockiert wird (Sullivan & 
Brekken, 2010). 
3.1.1.2. Direkte Wirkung durch Immunmodulation 
Therapeutische Antikörper können auch genutzt werden, um immunologische Signalwege zu 
aktivieren oder zu inhibieren. Ein Beispiel ist die Blockierung des auf T-Zellen exprimierten 
Rezeptors CTLA-4 (Cytotoxic T lymphocyte antigen-4) durch Antikörper wie Ipilimumab 
(Handelsname Vervoy
®
) oder Tremelimumab (Buchbinder & McDermott, 2015). Die 
Interaktion des Rezeptors mit den Liganden CD80 oder CD86, die von Antigen-
präsentierenden Zellen exprimiert werden, führt zur Gegenregulation aktivierender Signale in 
T-Zellen (Redman et al, 2015). Die Blockierung von CTLA-4 durch Antikörper führt zur 
Aktivierung von Effektor-T-Zellen und zur Depletion regulatorischer T-Zellen (Peggs et al, 
2009; Buchbinder & McDermott, 2015).  
Einen weiteren Ansatzpunkt für therapeutische Antikörper bilden der PD-1 Rezeptor 
(Programmed death receptor-1) und dessen Ligand PD-L1 (Redman et al, 2015). Der 
Rezeptor wird von aktivierten T-Zellen exprimiert und führt nach Bindung der Liganden PD-
L1 oder PD-L2 zur Inhibierung der T-Zell-Proliferation, Zytotoxizität und Zytokinfreisetzung 
(Keir et al, 2008; Robert et al, 2014). Der Ligand PD-L1 wird häufig von Tumorzellen 
exprimiert, um eine T-Zellantwort zu supprimieren (Robert et al, 2014). Verschiedene 
Antikörper, die den Rezeptor PD-1 oder den Liganden PD-L1 als Target haben, befinden sich 





; siehe Tabelle 3.1). Weitere Therapieansätze basieren 
auf agonistischen Antikörpern, die aktivierende Rezeptoren auf Effektorzellen binden. In 
klinischen Studien befinden sich u.a. Antikörper, die an die Rezeptoren CD40, GITR 
(Glucocoricoid induced TNF receptor family related gene), OX40 oder 4-1BB binden 
(Vonderheide et al, 2013; Schaer et al, 2014). 
3.1.1.3. Indirekte Wirkung durch Fc-vermittelte Effektorfunktionen 
Neben direkten Effekten, die durch die Bindung eines Antikörpers an sein Antigen ausgelöst 
werden, können über den Fc-Teil andere Komponenten des Immunsystems rekrutiert und 
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aktiviert werden. Dabei ist die Aktivierung vom Antikörpertyp und den Rezeptoren auf der 
Oberfläche der Effektorzellen bzw. gebundenen Effektormolekülen abhängig. In der 
Tumortherapie werden hauptsächlich Antikörper des IgG-Isotyps IgG1 eingesetzt. IgG1-
Antikörper zeichnen sich durch ihre Langzeitstabilität und die effektive Aktivierung von 
Effektorfunktionen wie die antikörperabhängige zellvermittelte Zytotoxizität (ADCC), die 
komplementabhängige Zytotoxizität (CDC; Clark, 1997) sowie die antikörperabhängige 
zellvermittelte Phagozytose (ADCP) aus. Von den übrigen Isotypen ist der Isotyp IgG3 
ebenfalls in der Lage ADCC, CDC und ADCP auszulösen, wohingegen der Isotyp IgG4 nur 
ineffizient Effektorfunktionen aktivieren kann. Der Isotyp IgG2 kann nur ADCC initiieren 
und führt hierbei zur Aktivierung myeloider Zellen wie z.B. Neutrophile und Monozyten als 
Effektorzellen (Schneider-Merck et al, 2010). 
 
Beim ADCC interagiert der Fc-Teil des Antikörpers nach der Antigenbindung auf der 
Tumorzelle mit aktivierenden Fcγ-Rezeptoren vom Typ FcγRIIIa (CD16a) auf der Oberfläche 
von NK-Zellen (natürliche Killerzellen). Die Aktivierung der NK-Zellen führt zur Freisetzung 
von Effektormolekülen wie Perforinen und Granzym B (siehe Abbildung 3.3). Die 
Polymerisierung von Perforinen in der Zellmembran der Zielzelle mündet in der Ausbildung 
von Poren und dem Verlust der Integrität der Zellmembran. Die Serinprotease Granzym B 









Abbildung 3.3 Antikörper-abhängige zellvermittelte Zytotoxizität (ADCC) 
Die antikörperabhängige zellvermittelte Zytotoxizität (ADCC) wird durch die Erkennung von IgG-markierten 
Tumorzellen über Fcγ-Rezeptoren, welche von Effektorzellen wie NK-Zellen exprimiert werden, initiiert. Die 
Freisetzung von Effektormolekülen wie Perforinen und Granzymen durch die Effektorzelle führt anschließend 
zur Apoptose der Tumorzelle. (Abbildung modifiziert nach Weiner et al, 2010) 
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Der Rezeptor FcγRIIIa (CD16a) ist neben NK-Zellen auch auf dendritischen Zellen, 
Makrophagen und Mastzellen zu finden. Die Bedeutung der Effektorzellrekrutierung für den 
therapeutischen Erfolg eines Antikörpers wurde in klinischen Studien zu den Antikörpern 
Rituximab, Trastuzumab und Cetuximab demonstriert (Cartron et al, 2002; Dall’Ozzo et al, 
2004; Gennari et al, 2004; Bibeau et al, 2009). Untersucht wurde z.B. der Einfluss von 
Polymorphismen im Fcγ-Rezeptor FcγRIIIa auf den Erfolg der Therapie mit Rituximab. 
Patienten des Allotyps FcγRIIIa-V158, der zu einer höheren Affinität des Rezeptors zum Fc-
Teil des Antikörpers führt, zeigten in verschiedenen Studien eine bessere klinische Antwort, 
als Patienten des Allotyps FcγRIIIa-F158 (Cartron et al, 2002).       
Der Fc-Teil von Antikörpern kann auch von anderen Rezeptoren aus der Familie der Fcγ-
Rezeptoren gebunden werden. Der aktivierende Fcγ-Rezeptor FcγRI (CD64) wird von 
Makrophagen, Dendritische Zellen, Neutrophilen und Eosinophilen exprimiert (Nimmerjahn 
& Ravetch, 2006). Nach der Bindung von Antikörpern an Tumorzellen kann die Interaktion 
der Fc-Teile mit dem hoch-affinen Fcγ-Rezeptor FcγRI (CD64) zur Phagozytose der 
Tumorzellen führen (Redman et al, 2015). Möglich ist auch eine Interaktion der Antikörper 
mit dem inhibitorischen Fcγ-Rezeptor FcγRIIb (CD32b) auf der Oberfläche von B-Zellen, 
Makrophagen, dendritischen Zellen, Basophilen, Neutrophilen und Mastzellen (Smith & 
Clatworthy, 2010). Studien zum Antikörper Rituximab ließen einen Zusammenhang zwischen 
der Internalisierung des Antikörpers duch die Bindung an den inhibitorischen Fcγ-Rezeptor 
und eine reduzierte Effektivität der Therapie vermuten (Lim et al, 2011; Lee et al, 2015).  
     
Die komplementabhängige Zytotoxizität (CDC) wird durch Interaktion von Antikörpern mit 
Bestandteilen des Komplementsystems ausgelöst. Nach der Antigenbindung auf der 
Oberfläche der Tumorzelle, binden C1q Untereinheiten des Komplement-Faktors 1 (C1) an 
die Fc-Teile der Antikörper. Nur wenn mehrere IgG-Moleküle von C1q gebunden wurden, 
führt dies zur Aktivierung der enzymatisch aktiven Untereinheiten von C1 und zur 
klassischen Komplementkaskade. Diese mündet in der Ausbildung von Poren in der 
Zellmembran der Tumorzelle durch den Membranangriffskomplex (MAC) und zur Zelllyse 
(Weiner et al, 2010). Die Bedeutung des CDC für die Therapie konnte bisher nicht 
abschließend in klinischen Studien geklärt werden. Präklinische Studien u.a. mit Rituximab, 
Alemtuzumab oder Daratumumab deuten aber darauf hin, dass CDC zur Lyse von 
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Tumorzellen und somit zum Erfolg der Behandlung beiträgt (Gaetano et al, 2003; Golay et al, 
2004; Weers et al, 2011). 
Fc-vermittelte Effektorfunktionen scheinen noch über einen weiteren indirekten Mechanismus 
den Erfolg der Therapie zu beeinflussen. Studien zum Antikörper Rituximab zeigten, dass der 
maximale klinische Erfolg erst Monate nach der Behandlung eintrat (Cartron et al, 2004). 
Wahrscheinlich kommt es initiiert durch ADCC und CDC zur Kreuzpräsentation von 
Tumorantigenen in MHC I- und MHC II-Komplexen (Major histocompatibility complex) auf 





 Helfer T-Zellen. Zytotoxische CD8
+
 T-Zellen zerstören die Tumorzellen 
direkt, während CD4
+
 Helfer T-Zellen körpereigene B-Zellen zur Produktion Antigen-
spezifischer Antikörper veranlassen (Berard et al, 2000; Dhodapkar et al, 2002; Weiner et al, 
2010; Redman et al, 2015).  
3.1.2 "Next Generation"-Antikörper in der Krebstherapie 
Aufgrund der Stabilität, Vielseitigkeit und pharmakologischen Eigenschaften basierten 
therapeutische Antikörper bisher hauptsächlich auf dem IgG-Format. Die Entwicklung neuer 
Screening- und Engineering-Technologien ermöglicht die Schaffung einer neuen 
Antikörpergeneration - auch "Biobetters" genannt - mit verbesserten Eigenschaften, 
verstärkten oder neuen therapeutischen Effekten bei gleichzeitig reduzierter Immunogenität. 
(Arlotta & Owen, 2019; Elgundi et al, 2017) 
3.1.2.1. Modifikation von therapeutischen Antikörpern 
Ein Ansatzpunkt für die Verbesserung von therapeutischen Antikörpern ist deren 
Modifikation durch Affinitätsreifung oder Veränderung des Fc-Teils. Ko und Kollegen 
erreichten durch Affinitätsreifung eines HER2-spezifischen Antikörpers eine Verstärkung des 
anti-proliferativen Effekts in vitro und eine Inhibierung des Tumorwachstums im Maus-
Xenograft-Modell vergleichbar mit der Effektivität von Trastuzumab (Ko et al, 2015). Die 
Erhöhung der Affinität eines therapeutischen Antikörpers kann aber auch im Fall von soliden 
Tumoren zu einer schlechteren Tumorpenetration führen, ein Effekt, der als "Binding site 
barrier" beschrieben wird (Juweid et al, 1992).  
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Die Änderung des Glykosylierungsmusters des Fc-Teils, das sogenannte Glycoengineering, 
kann zu einer Verbesserung der Effektorfunktion von Antikörpern führen. Erste Antikörper 
mit verändertem Glykosylierungsmuster wurden bereits zugelassen. So handelt es sich bei 
Obinutuzumab (Handelsname Gazyva
®
) um einen humanisierten Antikörper bei dem durch 
Afukosilierung des Fc-Teils die antikörperabhängige zellvermittelte Zytotoxizität (ADCC) 
verstärkt wurde (Ratner, 2014; Kakkar & Balakrishnan, 2015). Mutationen der Aminosäuren 
im Fc-Teil können die Affinität zum neonatalen Fc-Rezeptor FcRn erhöhen und somit zu 
einer verlängerten Halbwertszeit des Antikörpers beitragen (Robbie et al, 2013) oder die 
Bindung an den aktivierenden Rezeptor FcγRIIIa (CD16a) verbessern während die Bindung 
an den inhibitorischen Rezeptor FcγRIIb (CD32b) verringert wird, was zu Verstärkung der 
ADCC führt (Lazar et al, 2006). 
Ein weiteres Ziel bei der Entwicklung neuer therapeutischer Antikörper ist die Verringerung 
der Immunogenität. Neben der Humanisierung bzw. Nutzung vollständig humaner Antikörper 
(Sauerborn, 2014; Abbildung 3.1) ist ein Ansatz, das immunogene Potential der Antikörper 
durch die Entfernung T-Zell-stimulierender Epitope zu senken (Harding et al, 2010). Des 
Weiteren sind die Veränderung von Glykosylierungsmustern (Sauerborn, 2014) und 
Verringerung der Aggregationsneigung (Kumar et al, 2011) aussichtsreiche Methoden zur 
Senkung der Immunogenität. 
Darüber hinaus spielt auch die Bioverfügbarkeit bzw. Formulierung des Therapeutikums eine 
entscheidende Rolle für den Erfolg der Behandlung. Meist erfolgt die Gabe von 
therapeutischen Antikörpern intravenös. Um die Behandlung des Patienten zu vereinfachen, 
werden Formulierungen entwickelt, die subkutan, intramuskulär oder oral verabreicht werden 
können. Für eine optimale Bioverfügbarkeit müssen Antikörper dabei eine hohe Löslichkeit 
und möglichst geringe Neigung zur Aggregation aufweisen. Durch die Verwendung von 
Polymeren als Matrixsysteme können außerdem die kontrollierte Freigabe des Antikörpers 
und ein verbessertes pharmakokinetisches Profil erreicht werden. (Elgundi et al, 2017) 
3.1.2.2. Immunkonjugate 
Eine weitere Strategie zur Antikörper-basierten Behandlung von Krebs bilden 
Immunkonjugate. Hierbei dienen Antikörper als Vehikel für zytotoxische Substanzen, wie 
Arzneistoffe, Radionuklide oder Toxine. Durch eine zielgerichtetere Wirkung dieser 
Substanzen wird die Therapie effektiver gestaltet und die Schädigung gesunden Gewebes 
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deutlich verringert. Immunkonjugate bestehen aus drei separaten Komponenten: einem 
Antiköper, der zytotoxischen Substanz und einem Linker, der beide Komponenten 
miteinander verbindet (Smaglo et al, 2014). Auf Grund der gut beschriebenen strukturellen 
sowie pharmakologischen Eigenschaften von Antikörpern im IgG-Format und des Einsatzes 
in der Krebstherapie, werden diese auch in der Entwicklung von Immunkonjugaten verwendet 
(Smaglo et al, 2014). Für die Therapie zugelassen wurden bereits Konjugate wie Ado-
trastuzumab emtansine (Handelsname Kadcyla
®
) aus dem humanisierten Antikörper 
Trastuzumab und dem Mikrotubuli-Inhibitor DM1 oder das Radiokonjugat Ibritumomab 
Tiuxetan (Handelsname Zevalin
®
) aus dem murinen Antikörper Ibritumomab und dem Isotop 
Yttrium-90 (FDA: BLA 125427 Suppl-104;  KADCYLA, labeling information; FDA: BLA 
125019 Suppl-227; ZEVALIN, labeling information; siehe Tabelle 3.1). 
Neben IgG-basierten Konstrukten befinden sich auch Immunkonjugate auf Grundlage von 
Antikörperfragmenten in der Entwicklung, da die geringere Größe eine bessere 
Durchdringung von soliden Tumoren ermöglicht, jedoch reduziert sich gleichzeitig die 
pharmakokinetische Halbwertszeit dieser Konstrukte. (Wu & Senter, 2005)  
Eine weitere Verbesserung der Selektivität von Immunkonjugaten stellt das ADEPT 
(Antibody-directed emzyme prodrug therapy) Konzept dar. Hierbei wird der tumor-
spezifische Antikörper mit einem Enzym gekoppelt, welches in einer zweiphasigen Therapie 
nach Gabe des Antikörper-Enzym Konjugats im ersten Schritt und einer nicht-toxischen 
Vorstufe im zweiten Schritt, die Vorstufe in ein Toxin umsetzt. Somit wird eine gezielte 
Toxinwirkung im Bereich des Tumors erreicht. (Mishra et al, 2018) 
3.1.2.3. Alternative Antikörperformate  
Parallel zur Weiterentwicklung IgG-basierter monoklonaler Antikörper werden verschiedene 
Ansätze zur Generierung von IgG-Derivaten und alternativen Gerüststrukturen verfolgt. Die 
Verwendung von kleineren IgG-Fragmenten wie Fab-Fragmenten (Fragment antigen binding), 
oder scFv-Fragmenten (Single chain fragment variable) ermöglichen eine bessere 
Durchdringung des Tumorgewebes, während die Antigenspezifität erhalten bleibt. Das Fehlen 
von Effektorfunktionen und eine kürzere Halbwertszeit können ebenfalls vorteilhaft für 
bestimmte therapeutische Anwendungen z.B. in der Radioimmuntherapie sein (Überblick in 
Martins et al, 2018). Die deutlich kürzere Halbwertszeit von Antikörperfragmenten führt aber 
im Fall von soliden Tumoren zu einer verringerten Aufnahme in das Tumorgewebe, was der 
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verbesserten Durchdringung des Gewebes entgegen wirkt (Chames et al, 2009). Um die 
Halbwertszeit zu erhöhen und so die Häufigkeit, mit der ein therapeutischer Antikörper 
verabreicht werden muss, sowie die Dosis zu reduzieren, werden Antikörperfragmente z.B. 
PEGyliert, mit humanem Serumalbumin fusioniert, glykosiliert oder multimerisiert (Chames 
et al, 2009; Kontermann, 2011). Fusionsproteine aus Antikörperfragment und Fc-Teil 
vereinen die Vorteile aus einer geringeren Größe verglichen mit einem IgG und der Nutzung 
von Effektorfunktionen. 
Derzeit befinden sich verschiedene Antikörperfragmente für die Krebstherapie in 
präklinischen und klinischen Studien. So wird Otlertuzumab ein CD37-spezifischer 
humanisierter Antikörper bestehend aus einem scFv-Fragment welches mit einem Fc-Teil 
fusioniert wurde (SMIP; Small modular immunopharmaceutical) in klinischen Studien zur 
Behandlung der chronischen lymphatischen Leukämie getestet (Byrd et al, 2014; Wendtner, 
2014) 
Alternative Antikörperformate bieten neben der Möglichkeit Antigene bi- oder multivalent zu 
binden auch das Potential zeitgleich verschiedene Antigene zu binden. Einen 
vielversprechenden und bereits weit entwickelten Ansatz bilden bispezifische Antikörper 
verschiedenster Formate. 
3.1.3 Bispezifische Antikörper 
Krebs ist eine multifaktorielle Erkrankung, daher kann es unter Umständen für die Therapie 
nicht ausreichend sein, nur ein Tumor-assoziiertes Antigen durch monoklonale Antikörper zu 
binden bzw. einen pathogenetischen Signalweg zu unterbrechen. Durch bispezifische 
Antikörper ist es möglich 1) Effektorzellen, wie T-Zellen oder NK-Zellen zu rekrutieren und 
so die Lyse bzw. Apoptoserate von Tumorzellen zu erhöhen, 2) gleichzeitig zwei 
verschiedene eigenständige oder überlappende pathogene Signalwege zu blockieren, 
3) potenziell die Spezifität für die Bindung an Tumorzellen zu erhöhen, indem zwei 
verschiedene Antigene auf der Zelloberfläche gebunden werden (Fan et al, 2015). 
Die Anfänge der Entwicklung bispezifischer Antikörper reichen zurück bis in die 1960er 
Jahre als Nisonoff und Rivers 1961 Fab-Fragmente zweier polyklonaler Seren zu 
bispezifischen Molekülen re-assoziierten (Nisonoff & Rivers, 1961). Der nächste große 
Schritt gelang in den 1970er und 1980er Jahren mit der Etablierung der Hybridomtechnologie 
und der Fusion zweier Antikörper-produzierender Hybridomzelllinien zu Hybrid-Zelllinien, 
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auch Quadromas genannt (Milstein & Cuello, 1983) sowie der chemischen Konjugation von 
Antikörpern (Staerz et al, 1985; Brennan et al, 1985). Basierend auf der Quadroma-
Technologie wurde 2009 der erste bispezifische Antikörper Catumaxomab (Handelsname 
Removab
®
) in Europa für die Behandlung der malignen Aszites zugelassen. Bei 
Catumaxomab handelt es sich um ein Hybrid aus Maus-IgG2a und Ratten-IgG2b (Linke et al, 
2010). Der trifunktionale Antikörper (Triomab
®
) bindet das Antigen CD3 auf zytotoxischen 
T-Zellen und das Typ 1 Transmembran-Glykoprotein EpCAM (Epithelial cell adhesion 
molecule), welches von einer Vielzahl an epithelialen Tumoren exprimiert wird. Der Fc-Teil 
des Antikörpers ermöglicht eine dritte Funktion, indem er an Fc-Rezeptor-exprimierende 
Effektorzellen wie NK-Zellen, Makrophagen und dendritische Zellen vorzugsweise über 
FcγRI (CD64), FcγRIIa (CD32) und FcγRIII (CD16) bindet und diese aktiviert (Zeidler et al, 
1999; Fan et al, 2015). Die Zulassung wurde jedoch auf Antrag des Zulassungsinhabers aus 
finanziellen Gründen 2017 zurückgezogen (Durchführungsbeschluss der Europäischen 
Komission, C(2017) 3947 final, 2017; Neovii completes marketing authorisation withdrawal 
of Removab® in the European Union, 2017). 
Neue gentechnische Methoden ermöglichten in den letzten 20 Jahren einen erneuten raschen 
Fortschritt bei der Entwicklung bispezifischer Antikörper und führten zu ca. 100 
verschiedenen möglichen Formaten mit vielfältigen Eigenschaften (Runcie et al, 2018; 
Brinkmann & Kontermann, 2017). 
3.1.3.1. Bispezifische Formate mit Fc-Teil 
Die unterschiedlichen Formate bispezifischer Antikörper können im Wesentlichen in zwei 
Hauptklassen unterteilt werden: Antikörper mit oder ohne Fc-Teil (siehe Abbildung 3.4). 
Durch den Fc-Teil können bispezifische Antikörper Effektorfunktionen wie die 
antikörperabhängige zellvermittelte Zytotoxizität (ADCC), komplementabhängige 
Zytotoxizität (CDC) oder antikörperabhängige zelluläre Phagozytose (ADCP) vermitteln 
(Spiess et al, 2015). Durch die Bindung des Fc-Teils an den neonatalen Fc-Rezeptor FcRn 
wird das Recycling des Antikörpers und somit eine längere Plasma-Halbwertszeit erreicht 
(Kontermann, 2009). Der Fc-Teil ermöglicht darüber hinaus die Reinigung der bispezifischen 
Antikörper auf Basis von etablierten Protokollen für IgG-Moleküle und kann zu einer 
verbesserten Löslichkeit und Stabilität beitragen (Kontermann & Brinkmann, 2015).  
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Bispezifische Antikörper mit Fc-Teil lassen sich ferner unterteilen in Antikörper IgG-
ähnlicher Strukter und Molekülen mit zusätzlichen Bindestellen (erweiterte oder modifizierte 
Ig-Struktur), wobei eine symmetrische oder asymmetrische Struktur vorliegen kann (siehe 
Abbildung 3.4).  
bivalent











Abbildung 3.4 Schematische Darstellung der Strategien zur Generierung bispezifischer Antikörper 
Ausgehend von den Antigen-bindenden Bereichen zweier Antikörper können verschiedene Formate 
bispezifischer Antikörper generiert werden, welche in Antikörper mit und ohne Fc-Teil unterschieden werden 
können:  Symmetrische IgG- oder IgG-ähnliche bispezifische Antikörper können z.B. durch Heterodimerisierung 
zweier unveränderter Fc-Bereiche entstehen. Möglich ist auch die Homodimerisierung zweier Fc-Teile, welche 
um eine Antigen-bindenden Bereich/Domäne erweitert wurden. Durch Modifikation der Fc-Teile (z.B. durch die 
"Knob-into-Hole"-Technologie) kann die Heterodimerisierung forciert werden, woduch asymmetrische IgG- 
oder IgG-ähnliche bispezifische Antikörper entstehen.  
Zur Generierung bispezifische Antikörper ohne Fc-Teil können Antikörperfragmente, wie z.B. scFv-Fragmente 
an ein Non-Immunglobulin-Protein fusioniert werden. Die direkte Fusion von Antikörperfragmenten resultiert in 
kleinen bispezifischen Antikörpern. Eine weitere Möglichkeit bispezifische Antikörper zu generieren, ist die 





Bispezifische symmetrische IgG-Moleküle können durch parallele Produktion zweier 
verschiedener schwerer und leichter Ketten in einer Zelle hergestellt werden. Durch die 
zufällige Zusammenlagerung verschiedener Ketten können neben den gewünschten 
Heterodimeren aber auch monomere und nicht-funktionale Antikörper entstehen. Dieses 
Problem kann z.B. durch Fusion der zweiten Antigen-bindenden Komponente in Form eines 
scFv-Fragments oder eines Einzeldomänenantikörpers an den N- oder C-Terminus der 
leichten oder schweren Kette des Antikörpers gelöst werden. (Kontermann & Brinkmann, 
2015) Zu dieser Gruppe bispezifischer Antikörper gehören z.B. Dual-Variable-Domain-
Immunglobuline (DVD-Ig) bei denen die variablen Domänen zweier Antikörper als Tandem 
fusioniert werden (Wu et al, 2007). 
Eine weitere Möglichkeit Fehlpaarungen der schweren Kette zu verhindern, bietet die "Knob-
into-Hole"-Technologie. Hierbei wird die Heterodimerisierung forciert, indem in der CH3-
Domäne einer schweren Kette eine kleine Aminosäure gegen eine größere ausgetauscht wird 
("Knob") und bei der anderen schweren Kette entsprechend eine kleine Aminosäure eingefügt 
wird ("Hole"; Ridgway et al, 1996). Durch diese Technik können asymmetrische IgG oder 
IgG-ähnliche Antikörper hergestellt werden (Kontermann & Brinkmann, 2015). Trotz des 
Einsatzes der "Knob-into-Hole"-Technologie kann es immer noch zu Fehlpaarungen der 
leichten Antikörperketten mit den schweren Ketten kommen. Merchant und Kollegen konnten 
durch Verwendung einer gemeinsamen leichte Kette für beide Arme eines bispezifischen IgG-
Moleküls die Fehlpaarung der leichten Ketten erfolgreich verhindern (Merchant et al, 1998). 
Eine weitere Möglichkeit bietet die parallele Expression von Halb-Antikörpern mit "Knob" 
oder "Hole" in verschiedenen Bakterienstämmen (Spiess et al, 2013). Bei der CrossMab-
Technologie wird die korrekte Paarung der leichten Ketten durch Austausch der CH1-
Domäne der schweren Kette mit der konstante Domäne der leichten Kette (CL) erreicht 
(Schaefer et al, 2011). Das Einfügen von Mutationen im Interface von VH und VL (variable 
Domänen der schweren und leichten Ketten) sowie von CH1 und CL verstärkt ebenfalls die 
korrekte Paarung der leichten Ketten (Lewis et al, 2014). 
3.1.3.2. Bispezifische Formate ohne Fc-Teil    
Bispezifische Antikörper ohne Fc-Teil können keine Fc-vermittelten Effektorfunktionen 
auslösen. Ihre therapeutische Aktivität basiert daher auf ihrer Kapazität, Antigene zu binden 
(siehe Abbildung 3.4). Der fehlenden Fc-Teil und die meist geringere Größe bedeuten zudem 
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eine kürzere Plasma-Halbwertszeit. Die geringere Größe ermöglicht aber im Gegenzug eine 
bessere Durchdringung des Tumorgewebes. (Kontermann & Brinkmann, 2015) Als Basis 
werden häufig scFv-Fragmente verwendet, da diese als Derivate von VL und VH nur aus den 
minimalen Antigen-bindenden Bereichen eines Antikörpers bestehen. Durch Einsatz von 
Linkern können aus scFv-Fragmenten bispezifische Antikörper gebildet werden. (Brinkmann 
& Kontermann, 2017) So nutzt z.B. die BiTE
®
-Technologie (Bispecific T-cell engager) scFv-
Fragmente, die über einen flexiblen Linker als Tandem verbunden wurden, zum Re-Targeting 
von T-Zellen zu Tumorzellen (Huehls et al, 2015). Mit Blinatumomab (Handelsname 
Blincyto
®
) - einem BiTE-Antikörper - wurde 2014 der erste bispezifische Antikörper von der 
FDA für die Therapie der B-Zell ALL (akute lymphatische Leukämie) zugelassen (Newman 
& Benani, 2016). Blinatumomab besteht aus einem scFv-Fragment, welches spezifisch für das 
Tumor-assoziierte Antigen CD19 auf B-Zellen (inkl. B-Zell-Leukämien und Lymphomen) ist, 
sowie einem CD3-spezifischen scFv-Fragment, das an die CD3 Epsilon-Untereinheit auf 
reifen T-Zellen bindet (Nagorsen et al, 2012; Newman & Benani, 2016). Beide 
Antikörperfragmente sind über einen Glycin-Serin-Linker miteinander verbunden (Brinkmann 
& Kontermann, 2017). Aufgrund der geringen Größe von nur 55 kDa und des fehlenden 
Fc-Teils besitzt Blinatumomab nur eine geringe Plasma-Halbwertszeit von weniger als zwei 
Stunden (Fan et al, 2015). Dies bedingt eine kontinuierliche mehrwöchige Infusion des 
Therapeutikums (Mullard, 2014; Topp et al, 2015). 
Ein alternatives Format, welches ebenfalls nur auf den Antigen-bindenden Domänen VL und 
VH zweier Antikörper basiert, ist das Diabody-Format. Hierbei wird jeweils die VH-Domäne 
des einen Antikörpers über einen kurzen Peptidlinker mit der VL-Domäne des anderen 
fusioniert. Durch diesen Aufbau wird die Heterodimerisierung der beiden Ketten forciert 
(Holliger et al, 1993). Um die korrekte Zusammenlagerung der Ketten und die Stabilität zu 
verbessern, kann ein weiterer Linker zwischen beiden Ketten eingefügt werden, wodurch 
sogenannte single-chain Diabodies entstehen (Müller-Brüsselbach et al, 1999). Die 
Verbindung zweier single-chain Diabodies über einen weiteren Linker ermöglicht die 
Generierung tetravalenter Tandem-Diabodies (TandAbs; Kipriyanov et al, 1999). Einen 
anderen Ansatz zur Stabilisierung von Diabodies verfolgt die Dual-affinity re-targeting 
(DART)-Technologie, bei der zwischen beiden Diabody-Ketten Disufidbrücken eingefügt 
werden (Johnson et al, 2010).  
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Bispezifische Antikörper können ebenso durch Fusion noch kleinerer Antigen-bindender 
Fragmente wie z.B. Einzeldomänen-Antikörpern aus VH oder VL sowie Nanobodies 
generiert werden. Bei Nanobodies handelt es sich um die Antigen-bindende Domänen aus 
schwere-Ketten Antikörpern, welche natürlich bei Kameliden sowie Teppichhaien und 
Ammenhaien vorkommen (Revets et al, 2005; Bannas et al, 2017).   
Wie bei den BiTE-Molekülen führt auch die geringe Größe aller anderen Formate und das 
Fehlen eines Fc-Teils zu einer schnellen renalen Clearance und macht somit in der 
therapeutischen Anwendung die wiederholte Verabreichung notwendig (Kontermann & 
Brinkmann, 2015). Um die Halbwertszeit bispezifischer Antikörper zu erhöhen, können diese 
z.B. PEGyliert werden oder mit Albumin oder Albumin-bindenden funktionalen Gruppen 
fusioniert werden (Kontermann, 2011). Bei DART-Molekülen konnte die Halbwertszeit durch 
Fusion mit einem Fc-Teil erhöht werden, indem der Fc-Teil die Bindung an den neonatalen 
Fc-Rezeptor FcRn ermöglicht (Garber, 2014). Eine weitere Strategie ist die Generierung 
multivalenter Antikörper wie z.B. die bereits erwähnten TandAbs. Bei der Dock-and-Lock 
(DNL)-Methode werden Antikörperfragmente oder IgG-Moleküle an die hetero-
dimerisierenden Proteine cAMP-abhängige Proteinkinase A und das A-Kinase-Ankerprotein 
fusioniert, wodurch multivalente Fusionsproteine entstehen (Rossi et al, 2006; Rossi et al, 
2012).  
Eine weitere Anwendungsmöglichkeit bispezifischer Antikörper ist die Nutzung als Vehikel 
für Medikamente, radioaktive Isotope und Nanopartikel (Fan et al, 2015). Goldenberg und 
Kollegen nutzten einen trivalenten bispezifischen Antikörper, der mit der DNL-Methode 
generiert wurde, um radioaktiv markierte Peptide nach dem Pretargeting mit dem 
bispezifischen Antikörper zielgerichtet im Tumorbereich anzureichern (Goldenberg et al, 
2007). 
 
Derzeit gibt es nur zwei im Markt erhältliche bispezifische Antikörper, von denen nur der 
BiTE-Antikörper Blinatumomab für die Krebstherapie zugelassen ist. Der zweite 
bispezifische Antikörper Emicizumab (Handelsname Hemlibra
®
) fungiert als Mimetikum für 
den Gerinnungsfaktor VIII (Sampei et al, 2013) und wurde 2017 von der FDA für die 
Behandlung bei Hämophilie A zugelassen (Mullard, 2018). Die Einsatzmöglichkeiten für 
bispezifische Antikörper beinhalten ein weites Spektrum, angefangen bei der Diagnostik und 
Bildgebung über die Prophylaxe bis hin zur Therapie (Brinkmann & Kontermann, 2017). 
 3 Einleitung  
  23 
Aufgrund der möglichen Vorteile gegenüber Einzeltherapien mit monoklonalen Antikörpern, 
Kombinationstherapien und der Therapie mit Antikörpergemischen ist das Interesse an der 
Entwicklung und Zulassung bispezifischer Antikörper sehr hoch. Daher hat die FDA zur 
Unterstützung der Entwickler bispezifischer Antikörper im April 2019 einen Entwurf einer 
Richtlinie für die Entwicklung und Zulassung bispezifischer Antikörper veröffentlicht. 
(Bispecific Antibodies: FDA Drafts Guidance for Developers, 2019)  
Derzeit befinden sich bereits über 200 bispezifische Antikörper in klinischen Studien (Global 
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3.2 Das Tumor-assoziierte Antigen CEA 
Das Karzinoembryonale Antigen (Carcinoembryonic antigen; CEA; auch CEACAM5) wurde 
erstmals 1965 von Gold und Freedman beschrieben. Zunächst wurde angenommen, dass es 
sich um ein onkofötales Antigen handelt, da es nur im Gewebe fötaler Verdauungsorgane und 
Kolonkarzinomgewebe nachgewiesen wurde. Dies führte zur Bezeichnung 
Karzinoembryonales Antigen. (Gold & Freedman, 1965) Spätere Studien zeigten aber, dass 
CEA in geringen Mengen auch auf normalem Gewebe zu finden ist (Hammarström, 1999) 
und es sich daher um ein Tumor-assoziiertes Antigen handelt. Tumor-assoziierte Antigene 
zeichnen sich im Allgemeinen dadurch aus, dass sie verstärkt von Tumorzellen exprimiert 
werden, aber auch in geringen Mengen auf normalen Zellen zu finden sind (Morris et al, 
2003). 
3.2.1 Die CEACAM-Familie 
CEA gehört zur Familie der Karzinoembryonalen Antigen-verwandten 
Zelladhäsionsmoleküle (Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecules; 
CEACAMs), welche aus 22 separaten Genen besteht. Diese unterteilen sich in 12 CEACAM-
Gene und 10 Gene, welche zur Untergruppe der Schwangerschafts-spezifischen 
Glykoproteine (Pregnancy-specific glycoproteins; PSG) gehören. Die Gene der CEACAM-
Familie sind auf Chromosom 19 in den Regionen q13.1-13.2 geclustert. (Beauchemin & 
Arabzadeh, 2013)  
Alle CEACAM-Proteine gehören zur Immunglobulin-Supergenfamilie (Beauchemin & 
Arabzadeh, 2013). Die Mitglieder dieser Supergenfamilie sind aus Immunglobulin- oder 
Immunglobulin-ähnlichen homologen Domänen aufgebaut und zeigen strukturelle 
Ähnlichkeiten (Hood et al, 1985; Williams & Barclay, 1988). Die 12 Mitglieder der 
CEACAM-Untergruppe bestehen jeweils aus einer bis maximal zwei Domänen, welche 
homolog zur variablen Immunglobulin-Domäne sind (N-Domäne), gefolgt von null bis sechs 
Domänen, welche homolog zum C2-Set konstanter Immunglobulin-Domänen sind (mit A 
oder B bezeichnet; siehe Abbildung 3.5; Hammarström, 1999; Williams, 1987; Beauchemin 
et al, 1999). 
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CEACAM-Proteine sind entweder über einen Glykosylphosphatidyl-Anker (GPI-Anker) oder 
durch Transmembrandomänen in der Zellmembran verankert (Öbrink, 1997) und fungieren 
als homophile oder heterophile interzelluläre Adhäsionsmoleküle (Oikawa et al, 1992; Öbrink, 
1997) oder Pathogen-Rezeptoren (Kuespert et al, 2006; Voges et al, 2012). Eine Ausnahme 
bildet CEACAM16 welches nicht in der Zellmembran verankert ist, sondern sekretiert wird 
und Oligomere bildet (Kammerer et al, 2012).  
 
Abbildung 3.5 Die CEACAM-Familie 
Die Abbildung zeigt die 12 Mitglieder der CEACAM-Untergruppe. Die CEACAM-Proteine bestehen aus ein bis 
zwei N-Domänen (blau), welche homolog zur variablen Immunglobulin-Domäne sind und einer unterschiedli-
chen Anzahl an A- (orange) und B-Domänen (weiß), die homolog zum C2-Set konstanter Immunglobulin-
Domänen sind. Mit Ausnahme von CEACAM 16, bei dem es sich um ein sekretiertes Protein handelt, sind alle 
CEACAM-Proteine über GPI-Anker (CEA, CEACAM 6, 7 und 8) oder Transmembrandomänen (CEACAM 1, 3, 
4, 19, 20, 21) in der Zellmembran verankert. CEACAM1 besitzt darüber hinaus eine zytoplasmatische Domäne 
mit inhibitorischen ITIM-Motiven (Immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif; rote Kreise), während 
CEACAM 3, 4, 19 und 20 aktivierende ITAM-Motive (Immunoreceptor tyrosine-based activation motif; blaue 
Kreise) in der zytoplasmatischen Domäne tragen. Alle Mitglieder der CEACAM-Untergruppe sind stark 
glykosiliert, was durch die schwarzen Sticks and Balls dargestellt ist. (Beauchemin & Arabzadeh, 2013)  
 
CEA ist ein hoch-glykosyliertes Makromolekül, welches zu 50 - 60 % aus Kohlenhydraten 
besteht und eine molekulare Masse von 180-200 kDa besitzt (Hammarström, 1999; Thomas et 
al, 1990). Es ist aus einer N-Domäne sowie drei sich wiederholenden Einheiten aus A und B-
Domänen aufgebaut (C2-ähnliche Immunglobulin-Domänen; Thompson et al, 1987; 
Beauchemin & Arabzadeh, 2013) und über einen GPI-Anker in der Zellmembran verankert 
(Hefta et al, 1988). 
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3.2.2 Expressionsmuster und physiologische Funktion  
Die Expression von CEA ist im Vergleich zu anderen CEACAM-Familienmitgliedern relativ 
begrenzt. CEA ist bereits in fötalem Gewebe nachweisbar und seine Expression bleibt 
lebenslang erhalten. Im normalen adulten Gewebe ist CEA in Dickdarm, Magen, Speiseröhre, 
Zunge, Gebärmutterhals, Schweißdrüsen und Prostata nachweisbar, wobei es hauptsächlich 
auf der apikalen Seite von Zylinderepithelzellen und Becherzellen des Kolons zu finden ist. 
(Hammarström, 1999; Nap et al, 1988; Nap et al, 1992) CEA ist Bestandteil der Glykokalyx/ 
Mikrovillus-Region des Darmepithels und an der Spitze der Mikrovilli lokalisiert. Durch das 
Abschnüren von Mikrovesikeln aus der Mikrovillus-Membran, wird CEA in das Darmlumen 
abgegeben und mit der Fäzes ausgeschieden. (Hammarström, 1999) Im Blut normaler 
gesunder Individuen ist CEA nur in sehr geringen Konzentrationen von weniger als 2,5 ng/ml 
bei Nichtrauchern und weniger als 5 ng/ml bei Rauchern nachweisbar (Faria et al, 2019).  
Obwohl CEA zur Familie der Karzinoembryonalen Antigen-verwandten 
Zelladhäsionsmoleküle gehört und in vitro Daten eine Rolle in der Zelladhäsion implizieren 
(Überblick in Thompson et al, 1991; Hammarström, 1999), macht die vorwiegende 
Expression auf der apikalen Seite des Darmepithels im normalen Zustand diese Funktion eher 
unwahrscheinlich (Hammarström, 1999; Duffy, 2001). Thompson und Kollegen vermuten 
aber, dass homo- und heterophile CEA-Interaktionen eine Rolle bei der embryonalen 
Entwicklung spielen könnten (Thompson et al, 1991).  
Verschiedene Studien lassen den Schluss zu, dass CEA auf normalem Darmgewebe als eine 
Art "mikrobieller Rezeptor" fungiert. Leusch und Kollegen konnten zeigen, dass verschiedene 
Escherichia coli und Salmonella Stämme an CEA-Mannosereste binden (Leusch et al, 1990). 
Außerdem konnte die Interaktion von CEA und Virulenz-assoziierten Proteinen der äußeren 
Membran von Neisseria gonorrhoeae (Opacity proteins, Opa) nachgewiesen werden (Chen et 
al, 1997). Das Vorhandensein von CEA in der Glykokalyx der Darmschleimhaut und die 
Fähigkeit Mikroorganismen zu binden, könnte somit zur bakteriellen Kolonialisierung des 
Darms beitragen (Thompson et al, 1991) oder lässt auf eine Funktion in der angeborenen 
Immunantwort schließen, indem Mikroorganismen von CEA gebunden und abgefangen 
werden  (Hammarström, 1999).  
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3.2.3 Expression und Funktion im malignen Gewebe 
Bei Darmkrebs verlieren die Epithelzellen ihre Basallamina, wodurch sie in das umliegende 
Gewebe einwachsen. Darüber hinaus wird CEA durch den Verlust der Polarität der malignen 
Zelle auf der gesamten Zelloberfläche exprimiert und vermutlich nach Abspaltung durch 
Phospholipasen (Khan & Hammarström, 1991) verstärkt in das Blut abgegeben. CEA wird 
darüber hinaus in Karzinomen der Lunge, Pankreas, Gallenblase, und Blase sowie muzinösen 
Ovarialkarzinomen und endometrischen Adenokarzinomen exprimiert. (Hammarström, 1999) 
Zudem wird es bei kolorektalen und Magenkarzinomen signifikant überexprimiert (Jothy et al, 
1993; Kodera et al, 1993). Auf der Oberfläche von Tumorzellen fungiert CEA wahrscheinlich 
als interzelluläres Adhäsionsmolekül. Stanners und Kollegen konnten die interzelluläre 
Lokalisation von CEA sowohl im embryonalen mehrschichtigen Darmgewebe als auch in 
Kolontumoren nachweisen, was die Rolle als interzelluläres Adhäsionsmolekül unterstreicht 
(Benchimol et al, 1989). Die posttranslationale Modifikation der Glykosylierung von CEA 
während der Tumorentstehung beeinflusst dabei die Stärke der Adhäsion (Charbonneau & 
Stanners, 1999).  
Neben der Funktion als Adhäsionsmolekül zwischen Tumorzellen sowie Tumor- und 
Stromazellen spielt die homophile Interaktion von CEA eine Rolle in verschiedenen 
zellulären Prozessen, wie der Inhibierung von zellulären Differenzierungsprogrammen 
(Ilantzis et al, 2002; Screaton et al, 2000) oder der Blockierung der Anoikis (einer Form der 
Apoptose von Zellen durch den Verlust des Matrixkontakts) durch Inhibierung von Caspasen 
und Aktivierung des PI3-K/Akt Überlebens-Signalwegs (Camacho-Leal & Stanners, 2008). 
Durch heterophile Interaktion mit DR5 (Death receptor 5 oder TRAIL-R2) auf der 
Oberfläche von kolorektalen Tumorzellen führt CEA ebenfalls zur Inhibierung der Anoikis 
und damit zu einer Verstärkung der Metastasierung (Samara et al, 2007). Die heterophile 
Interaktion von CEA mit dem TGF-β Rezeptor 1 (Transforming growth factor-β receptor 1, 
TGF-βR1) ermöglicht die Resistenz kolorektaler Tumorzellen gegen TGF-β vermittelte 
Wachstumsinhibierung (Li et al, 2010). In vitro-Studien zeigten außerdem, dass lösliches 
CEA, welches von kolorektalen Tumorzellen abgegeben wurde, an hepatische Kupffer-Zellen 
bindet und zur Freisetzung von pro-inflammatorischen Zytokinen führt. Dies verbessert 
wiederum das Überleben von metastasierenden Zellen und verstärkt die Metastasierung von 
kolorektalem Krebs. (Jessup et al, 2004; Gangopadhyay et al, 1996) 
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Zusätzlich zur Funktion als Adhäsionsmolekül und Beeinflussung verschiedener zellulärer 
Prozesse ermöglicht CEA die Interaktion der Tumorzellen mit Zellen des Immunsystems. 
Tumor-assoziiertes CEA weist im Vergleich zu normalem CEA ein verändertes 
Glykosylierungsmuster auf, wodurch die Tumorzellen von Patienten mit Kolonkarzinom an 
intratumorale unreife Dendritische Zellen binden können (Gisbergen et al, 2005). Dies 
supprimiert vermutlich die Funktion der Dendritischen Zellen und induziert Toleranz 
gegenüber kolorektalen Tumorzellen (Beauchemin & Arabzadeh, 2013). Die heterophile 
Interaktion von CEA mit dem zur CEACAM-Familie gehörenden CEACAM1 auf NK-Zellen 
inhibiert MHC-unabhängig das Killing der Tumorzellen durch NK-Zellen (Stern et al, 2005).  
Die Vielzahl an Interaktionen und Funktionen von Tumor-assoziiertem CEA macht es zu 
einem wichtigen Akteur in der Tumorentwicklung und Metastasierung und somit zu einem 
attraktiven Ziel für die Therapie mit monoklonalen Antikörpern. Bisher wurde noch kein 
CEA-spezifischer monoklonaler Antikörper für die Therapie zugelassen, verschiedene 
befinden sich aber in der Entwicklung. In klinischen Studien der Phase I und II zur Therapie 
von kolorektalem Karzinom befindet sich z.B. der humanisierte IgG1-Antikörper 
Labetuzumab (hMN-14; CEACIDE
TM
; Sharkey et al, 1995; Poiron et al, 2010) und ein 
Antikörper-Wirkstoff-Konjugat (ADC; Antibody drug conjugate) aus Labetuzumab und dem 
Topoisomerase I Inhibitor SN-38 (Labetuzumab Govitecan; Dotan et al, 2017). Das 
Immunzytokin Cergutuzumab amunaleukin (RG7813) aus einem humanisierten IgG1 
Antikörper und humanem Interleukin 2 wird ebenfalls in Phase I Studien zur Therapie von 
soliden Tumoren getestet (Klein et al, 2017; van Brummelen et al, 2017). Auch bispezifische 
Antikörper gegen CEA befinden sich bereits in klinischen Phase 1 Studien. Zu nennen sind 
hier der bispezifische trivalente Antikörper Cibisatamab (CEA TCB), ein humanisierter IgG1-
basierter Antikörper, der bivalent an CEA und monovalent an CD3 auf T-Zellen bindet 
(Bacac et al, 2016), sowie der BiTE-Antikörper MEDI-565 (auch AMG-211), welcher 
ebenfalls CEA und CD3 bindet (De Vries et al, 2015). 
3.2.4 Bedeutung als Tumormarker 
Das kolorektaler Karzinom ist weltweit der dritthäufigste Krebs bei Männern und der 
zweithäufigste bei Frauen mit 1,8 Millionen neuen Fällen und über 880.000 Todesfällen im 
Jahr 2018 (WHO, Cancer Today 2018). Das Auftreten variiert geografisch stark, 
wahrscheinlich bedingt durch unterschiedliche Ernährung und Umweltbelastungen zusätzlich 
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zu einer genetischen Prädisposition (Macrae, 2019). Die Überlebensrate bei kolorektalem 
Karcinom hängt stark vom Stadium ab, in dem der Krebs diagnostiziert wurde. So liegt die 
5-Jahres-Überlebensrate z. B. in den USA bei 90 %, wenn der Krebs in einem frühen Stadium 
diagnostiziert wurde, und nur bei 13 % bei spät diagnostizierten Fällen. (Siegel et al, 2014)  
Die differenzielle Expression in gesundem und malignen Gewebe sowie die verstärkte 
Abgabe von CEA ins Blut von Tumorpatienten machen es seit vielen Jahren zu einem 
wertvollen Tumormarker für das Management, Monitoring und die Überwachung von 
Patienten mit kolorektalem Krebs. So empfielt die American Society of Clinical Oncology 
(ASCO) die Verwendung von CEA als Marker für das präoperative Staging und die 
chirurgische Planung bei kolorektalem Karzinom (Locker et al, 2006), wobei bekannt ist, dass 
erhöhte präoperative CEA-Spiegel mit einem ungünstigen Resultat assoziiert sind, was 
wiederum mit einer schlechteren Überlebensrate korreliert (Faria et al, 2019). CEA ist 
außerdem ein Indikator für die Rückkehr oder Metastasierung nach der operativen Entfernung 
(Faria et al, 2019). Daher wird die postoperative Kontrolle des CEA-Spiegels bei Patienten 
mit Karzinomen im Stadium II und III angeraten (Locker et al, 2006), wobei davon 
ausgegangen wird, dass ein schneller Anstieg des CEA-Spiegels auf hämatogene Metastasen 
z.B. in Leber und Lunge hinweist (Konishi, 2002). Bei metastasierendem kolorektalem 
Karzinom empfielt die ASCO das Monitoring des CEA-Spiegels, da dauerhaft ansteigende 
Werte auf ein Fortschreiten der Erkrankung hinweisen (Locker et al, 2006).  
Von der Verwendung von CEA als generellen Screening-Marker wird allgemein abgeraten 
(Locker et al, 2006). Im Fall von wenig differenzierten Tumoren können nicht erhöhte CEA-
Werte zu einem falsch-negativen Ergebnis führen (Faria et al, 2019). Des Weiteren kann der 
CEA-Spiegel auch durch eine Reihe nicht-maligner Erkrankungen wie z. B. Zirrhose, 
Gastritis, chronisch-entzündliche Darmerkrankungen, Divertikulitis und Pankreatitis erhöht 
sein (Goldstein & Mitchell, 2005).  
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3.3 NK-Zellen und der aktivierende Rezeptor NKG2D   
3.3.1 NK-Zellen 
Natürliche Killer-Zellen (NK-Zellen) wurden in den 1970er Jahren zunächst auf funktioneller 
Ebene als große granuläre Lymphozyten beschrieben, die eine natürliche Zytotoxizität 
gegenüber Tumorzellen aufweisen (Kiessling et al, 1975; Herberman et al, 1975; Vivier et al, 
2008). Erst später wurde erkannt, dass es sich um eine separate Lymphozytenlinie mit 
zytotoxischen und Zytokin-produzierenden Eigenschaften handelt (Trinchieri, 1989). NK-
Zellen entwickeln sich hauptsächlich im Knochenmark aus CD34-positiven Vorläuferzellen 
(Moretta et al, 2002). Die Entwicklung wird durch verschiedene Transkriptionsfaktoren und 
Zytokine vorangetrieben und gesteuert, wobei das Zytokin Interleukin 15 (IL15) ein 
essentieller Faktor für die Reifung ist (Geiger & Sun, 2016; Mrozek et al, 1996). NK-Zellen 
bilden etwa 10-15 % der peripheren Blutlymphozyten und sind phänotypisch als CD56-
positive und CD3-negative Zellen definiert (Robertson & Ritz, 1990). Auf Grundlage der 
Stärke der Expression von CD56 auf der Oberfläche der NK-Zellen, lassen sich diese in zwei 
Populationen aufteilen. Ca. 90 % der NK-Zellen im peripheren Blut exprimieren nur geringe 
Mengen an CD56 (CD56
dim
), während 10 % der NK-Zellen durch eine hohe CD56-
Expression (CD56
bright
) gekennzeichnet sind. CD56
dim
 -Zellen kennzeichnet außerdem eine 
starke Expression des niedrig-affinen Fcγ-Rezeptors IIIa (FcγRIIIa; CD16a) und ein höheres 





hingegen nur geringe Mengen an CD16 und sind in der Lage nach Aktivierung durch 
Monozyten, große Mengen an Zytokinen zu produzieren. (Lanier et al, 1986; Cooper et al, 
2001; Caligiuri, 2008) Neben der Zirkulation im Blut sind NK-Zellen auch in sekundären 
lymphatischen Organen wie Lymphknoten, Milz und Mandeln zu finden (Ferlazzo et al, 
2004).  
3.3.1.1. Physiologische Funktion 
NK-Zellen sind Bestandteil der angeborenen Immunantwort und spielen eine wichtige Rolle 
bei der Erkennung und Beseitigung von Virus-infizierten Zellen, Pathogenen oder 
Tumorzellen (Moretta et al, 2002; Moretta & Moretta, 2004). Die Funktion von NK-Zellen ist 
gekennzeichnet duch die Expression und das Zusammenspiel einer Vielzahl von 
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aktivierenden und inhibitorischen Rezeptoren (Lanier, 2008). Die Expression der Rezeptoren 
auf den einzelnen NK-Zellen ist sehr heterogen, was darauf schließen lässt, dass NK-Zellen 
auf eine Reihe verschiedener Stimuli reagieren und unter verschiedenen pathologischen 
Bedingungen an der Immunantwort teilnehmen können. (Mandal & Viswanathan, 2015) 
Ein Teil der inhibitorischen Rezeptoren bindet spezifisch an MHC-Klasse I-Moleküle welche 
kontinuierlich von den meisten gesunden Zellen exprimiert werden (Vivier et al, 2008). 
Durch zellulären Stress wie Infektionen oder maligne Transformation kann die Expression 
von MHC-Klasse I-Molekülen verloren gehen (Vivier et al, 2008) oder herunter geregelt sein, 
um der Erkennung durch zytotoxische T-Zellen zu entgehen (Mandal & Viswanathan, 2015). 
Durch die verringerte oder fehlende Expression von MHC-Klasse I-Molekülen fehlt aber 
gleichzeitig das inhibitorische Signal für NK-Zellen. Die Expression von MHC-Klasse I-
Molekülen vermittelt somit die Toleranz der NK-Zellen gegenüber körpereigenen gesunden 
Zellen, wohingegen das Fehlen dieser Moleküle als "missing self" bezeichnet wird (Ljunggren 
& Kärre, 1990) und die Aktivierung von NK-Zellen ermöglicht. (Moretta & Moretta, 2004; 
Vivier et al, 2008)  
Die Aktivierung von NK-Zellen wird durch Bindung entsprechender Liganden an 
aktivierende NK-Zell-Rezeptoren (z.B. NKG2D oder NKp46) erreicht (Moretta & Moretta, 
2004), wodurch Membran-zerstörendes Perforin und die Serinprotease Granzym B durch 
Exozytose freigesetzt werden und zur Apoptose der Zielzelle führen (Mandal & Viswanathan, 
2015). Eine weitere Möglichkeit der Aktivierung ist die Bindung des niedrig-affinen Fcγ-
Rezeptors IIIa (FcγRIIIa; CD16a) an den Fc-Teil von Antikörpern auf opsonisierten Zellen 
(Cooper et al, 2001). Diese Form der Aktivierung und anschließende Zerstörung der Zielzelle 
durch Freisetzung zytotoxischer Proteine wird als ADCC bezeichnet. NK-Zellen sind 
außerdem in der Lage durch Interaktion von Todesrezeptoren mit entsprechenden Liganden 
die Transduktion von Apoptosesignalen in der Zielzelle zu initiieren (Chua et al, 2004; Childs 
& Carlsten, 2015). Darüber hinaus führt die Aktivierung von NK-Zellen zur Expression 
verschiedener Zytokine, welche die Immunantwort verstärken (Lanier, 2008; Lanier, 2015). 
Für viele monoklonale therapeutische Antikörper konnte bereits gezeigt werden, dass ihr 
therapeutischer Effekt potentiell auf NK-Zell-Effektorfunktionen beruht (Alderson & Sondel, 
2011; siehe auch Absatz 3.1.1.2).  
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3.3.2 Der NKG2D-Rezeptor 
Das Glykoprotein NKG2D ist ein Rezeptor, aus der Familie der C-Typ Lektin-ähnlichen 
Rezeptoren und gehört zur Natürlichen Killer Gruppe 2 (Natural killer group 2 member 2, 
NKG2D), einer Gruppe von Typ II-Transmembranproteinen (Houchins et al, 1991). NKG2D 




), den meisten zytotoxischen T-Zellen und γδ T-
Zellen, vielen invarianten NKT-Zellen sowie einer kleinen Gruppe von T-Helferzellen 
exprimiert (Bauer et al, 1999; Gumperz et al, 2002). Der Rezeptor mediiert oder costimuliert 
die Zytolyse von viral und bakteriell infizierten Zellen oder Tumorzellen, die bestimmte 
Stress-induzierte Antigene exprimieren (Gumperz et al, 2002; Bauer et al, 1999; Groh et al, 
2001; Das et al, 2001). 
NKG2D wird vom Gen KLRK1 (Killer cell lectin-like receptor K1) codiert, welches auf 
Chromosom 12p13 lokalisiert ist (Glienke et al, 1998; Lazarova & Steinle, 2019). Das Gen 
KLRK1 besitzt nur einen geringen Polymorphismus mit nur zwei Allelen, die sich auf 
Proteinebene in einer Aminosäure unterscheiden (Lanier, 2015).  
Das NKG2D Glykoprotein besteht aus einer einzelnen extrazellulären C-Typ-Lektin-
ähnlichen Domäne, einer Stalk-Domäne, einer Transmembran-Domäne und einem kurzen 
aminoterminalen cytoplasmatischen Ende ohne bekanntem Signalmotiv. Die extrazelluläre C-
Typ-Lektin-ähnlichen Domäne vermittelt die Bindung an den Liganden, während die Stalk-
Domäne die Bildung von NKG2D-Homodimeren durch Ausbildung von Disulfidbrücken 
ermöglicht (siehe Abbildung 3.6). Die Transmembran-Domäne interagiert mit dem Signal-
Adapterprotein DAP10. (Wu et al, 1999; Li et al, 2001; Lazarova & Steinle, 2019). Die 
Assoziation mit dem Adaptermolekül ist essentiell für die Oberflächenexpression und 
Signaltransduktion durch NKG2D (Lazarova & Steinle, 2019). Das DAP10-Adapterprotein 
(DNAX-activating-protein 10; Frazao et al, 2019) wird vom DAP10 Gen auf Chromosom 
19q13.1 codiert. Es ist ein Typ I-Transmembranprotein mit einer kurzen extrazellulären 
Domäne, welche über Disulfidbrücken Homodimere ausbildet (Wu et al, 1999). Die DAP10-
Transmembran-Domäne interagiert über geladene Aminosäurereste mit in der Transmembran-
Domäne von NKG2D (Wu et al, 1999; Lazarova & Steinle, 2019), wodurch hexamere 
Rezeptorkomplexe entstehen (Garrity et al, 2005). Nach Bindung eines Liganden an den 
NKG2D-Rezeptor kommt es über das zytoplasmatische YINM-Motiv des Adapterproteins 
DAP10 zur Aktivierung des Phoshatidylinositol-3-Kinase (PI-3K)-Signalwegs sowie weiterer 
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Signalwege (Lanier, 2008), welche die Zytotoxizität der NK-Zellen sowie Zytokinsekretion 























Infizierte Zelle oder Tumorzelle
 
Abbildung 3.6 Der NKG2D-Rezeptor und seine Liganden 
NKG2D bildet zusammen mit dem Adapterprotein DAP10 einen Rezeptorkomplex (blau) aus einem NKG2D-
Homodimer und zwei DAP10-Homodimeren. Die einzelnen Homodimere werden über Disulfidbrücken gebildet 
(schwarz). NKG2D bindet an acht MHC Klasse I-ähnliche Liganden (rot). Zwei dieser Liganden sind die MHC-
Klasse I-Ketten-verwandten Proteine MICA und MICB, welche über Transmembrandomänen in der 
Zellmembran verankert sind. Alle anderen sechs Liganden gehören zu den UL16-Bindeproteinen (ULBP1-6) 
und sind entweder über einen GPI-Anker (grau; ULBP1, 2, 3 und 6) oder eine Transmembrandomäne (ULBP4 
und 5) in der Zellmembran verankert. Die Expression von NKG2D-Liganden wird durch zellulären Stress wie 
eine Infektion oder maligne Transformation induziert. Nach Bindung eines Liganden an NKG2D wird die NK-
Zelle über das zytoplasmatische YIMN-Motiv im Adapterprotein DAP10 aktiviert, was zur Zytolyse der 
Zielzelle und Zytokinfreisetzung führt. (Abbildung modifiziert nach Vadstrup & Bendtsen, 2017)  
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3.3.3 Die NKG2D-Liganden 
Der NKG2D-Rezeptor bindet an Stress-induzierte Proteine auf der Oberfläche von Zellen 
(Lazarova & Steinle, 2019). Bei den NKG2D-Liganden handelt es sich um acht Proteine, 
welche strukturell verwandt mit MHC-Klasse I-Proteinen sind und zu zwei verschieden 
Familien gehören: MHC-Klasse I-Ketten-verwandte Proteine (MICA und MICB) und sechs 
UL16-Bindeproteine (ULBP1 bis 6; Frazao et al, 2019; siehe Abbildung 3.6). Von diesen acht 
Proteinen sind MICA, MICB, ULBP4 und ULBP5 transmembrane Glykoproteine 
wohingegen ULBP1, ULBP2, ULBP3 und ULBP6 über einen GPI-Anker in der Zellmembran 
verankert sind (Lanier, 2015). Die Expression von NKG2D-Liganden wird auf 
transkriptionaler, translationaler und posttranslationaler Ebene reguliert (Raulet et al, 2013). 
Generell werden NKG2D-Liganden nicht von gesunden Zellen und Geweben von 
Erwachsenen exprimiert (Lanier, 2015), wobei es vereinzelte Nachweise von NKG2D-
Liganden in gastointestinalem Gewebe (Groh et al, 1996) und anderen Epithelien gibt 
(Ghadially et al, 2017). Die Expression der Liganden wird duch zellulären Stress wie 
Infektionen mit Pathogenen und maligne Transformation initiiert (Lanier, 2015) und 
ermöglicht die Erkennung und Zytolyse der infizierten oder transformierten Zellen durch NK-
Zellen. Darüber hinaus können NK-Zellen durch die Interaktion von NKG2D mit seinen 
Liganden die Immunantwort modulieren (Lazarova & Steinle, 2019). So exprimieren 
aktivierte T-Zellen verstärkt MICA, wodurch sie von NK-Zellen lysiert werden können. 
Dieser Vorgang dient wahrscheinlich der Begrenzung der T-Zell-Antwort (Molinero et al, 
2002; Cerboni et al, 2007). Monozyten können ebenfalls nach Aktivierung über Toll-like 
Rezeptoren (TLR) die Expression von MICA initiieren, was anschließend durch Interaktion 
von MICA und NKG2D die Interferon γ-Produktion durch die NK-Zellen bewirkt (Kloss et al, 
2008) und vermutlich eine immunstimulierende Funktion hat (Lazarova & Steinle, 2019). 
Verschiedene Viren haben Mechanismen entwickelt, dieser Immunantwort zu entgehen, 
indem sie z.B. die Expression der NKG2D-Liganden auf infizierten Zellen verhindern (Lanier, 
2015) oder lösliche Proteine produzieren, die als NKG2D-Rezeptor-Antagonisten fungieren 
und durch hochaffine Bindung an den Rezeptor die Erkennung durch Immunzellen verhindern 
(Campbell et al, 2007).   
Auch bei Tumorzellen wurden verschiedene Mechanismen identifiziert, um einer NKG2D-
mediierten Immunantwort zu entgehen. Ein Mechanismus ist die Sekretion löslicher NKG2D-
Liganden durch proteolytische Abspaltung von der Zelloberfläche durch Metalloproteasen 
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(Salih et al, 2002; Waldhauer & Steinle, 2006) oder die Thiolisomerase ERp5 (Kaiser et al, 
2007). NKG2D-Liganden können auch mittels Exosomen von der Tumorzelle freigesetzt 
werden (Ashiru et al, 2010; Fernández-Messina et al, 2010). In verschiedenen Studien konnte 
gezeigt werden, dass lösliche NKG2D-Liganden das NKG2D-Level auf der Oberfläche von 
Immuneffektorzellen z.B. durch Endozytose und Degradation vermindern und so die 
Zytotoxizität reduzieren (Groh et al, 2002; Ashiru et al, 2010). Die kontinuierliche 
Expression von NKG2D-Liganden auf der Oberfläche von Tumorzellen führt nach der 
initialen Erkennung und Zytolyse der Tumorzellen ebenfalls zur Herunterregulierung von 
NKG2D auf NK- und T-Zellen. Vermutlich handelt es sich um einen Feedback-Mechanismus, 
der die Aktivität der Effektorzellen reguliert, in diesem Fall aber das Entkommen der 
Tumorzellen aus der Immunantwort ermöglicht. (Lanier, 2015) Darüber hinaus können 
Tumorzellen durch Produktion immunmodulierender Faktoren, wie TGF-β (Transforming 
Growth Factor β) die NKG2D-vermittelte Immunantwort negativ beeinflussen (Lee et al, 
2004).  
Das Expressionsmuster von NKG2D-Liganden und die Funktion des NKG2D-Signalwegs in 
der Zytolyse und Überwachung von Tumorzellen, machen NKG2D und seine Liganden zu 
interessanten Zielen für die Therapie. Die Ansätze für therapeutische Strategien sind dabei 
weit gefächert und reichen von der Rekrutierung von Effektorzellen durch z.B. bispezifische 
Antikörper, über die Beeinflussung der Immunantwort durch Zytokine, Verwendung von 
CAR-T oder CAR-NK-Zellen (Chimeric antigen receptor), bis hin zum direkten Targeting 
von NKG2D-Liganden oder der Verstärkung der Expression von NKG2D-Liganden. Einige 




3.4 Zielsetzung dieser Arbeit 
Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung von monoklonalen humanen Antikörpern gegen 
das Tumor-assoziierte Antigen CEA und das Effektorantigen NKG2D im IgG-äquivalenten 
scFv-Fc-Format hinsichtlich der Spezifität und Affinität zum Antigen sowie hinsichtlich des 
Aggregationsverhaltens. Darüber hinaus sollten bispezifische Antikörper im scFv-Fc-scFv-
Format und IgG-scFv-Format generiert und charakterisiert werden. Der Fokus sollte bei der 
Charakterisierung auf die Spezifität zum Antigen und das Aggregationsverhalten gelegt 
werden. Die verschiedenen Formate sollten auf Grundlage eines Kassetten-basierten 
Vektorsystems generiert werden.   
Abschließend sollte die Funktionalität der mono-und bispezifischen Antikörper in einem 
Zytotoxizitätsassay (ADCC-Assay) analysiert werden. Zusätzlich sollte hierbei der Einfluss 
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4 Material und Methoden 
4.1 Material 
4.1.1 Geräte und Zubehör 
Tabelle 4.1 Verwendete Geräte und Zubehör 
Gerät Typ Hersteller 
Agarosegelelektrophoresekammer Perfect Blue Peqlab 
Blot-Apparatur Trans-Blot Semi-Dry Transfer Cell Bio-Rad 




Chromatografiesäule Superdex 200/10/300 Increase GL GE Healthcare 
Durchflusszytometer Cytomics FC500 Beckman Coulter 
Elektrophoresekammer Mini-Protean 3 Cell Bio-Rad 
ELISA-Reader SUNRISE Tecan 
ELISA-Washer Columbus Plus Tecan 
Geldokumentation Gel Jet Imager Intas 
Heizblock Thermomixer comfort und compact Eppendorf 
Inkubator HeraCell (mit CO2-Begasung) 





Thermoschüttler VorTemp 56 
Kendro Lab Products  
Infors HT 
 








Mikroskop Diavert Leitz 
Mischgerät Vortex-Genie 1 Scientific Industries 
MTP-Abdeckung und Halterung Sandwich Cover und Cover Clamps Enzyscreen 
Oberflächenplasmonresonanz (SPR) 
-Messgerät 
Biacore 2000 GE Healthcare 
PCR-Gerät Thermocycler DNA-Engine Bio-Rad 
pH-Meter CG810 Schott 
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Gerät Typ Hersteller 
Multipette Plus Eppendorf 
Pipettierhilfe Acu-Jet Brand 
Proteinreinigungssystem Profinia Bio-Rad 
Reinstwasseranlage Arium 611 Sartorius 
Rotierer und Wippen Rotier-Heizblock 









Vakuumpumpe Laboport KNF Neuberger 
Vakuumstation Chromabond Multi 96 Macherey-Nagel 
Waagen E 1200 S 
EMB 220-1 









Tabelle 4.2 Verwendete Verbrauchsmaterialien 
Material Hersteller 
Abdeckfolie für Mikrotiterplatten (AeraSeal) Excel Scientific 
Chromatografiepapier 3 mm Chr Whatman 
CM5-Chip GE Healthcare 
Combitips plus 1ml, 5 ml, 25 ml Eppendorf 
Dialyse-Kassetten Slide-A-Lyzer 3.5K  Pierce 
Einwegspatel steril VWR 
Filtereinheit steril 0,45 µm, 0,2 µm Sartorius Stedim Biotech 
Impfschlingen steril Sarstedt 
MabSelect SuRe Resin GE Healthcare 
Mikro-Schraubröhre 2 ml PP Sarstedt 
Parafilm American National Can 
PCR-Reaktionsgefäß Sarstedt 
Petrischalen 10 cm, 15 cm Greiner Bio-One, Sarstedt 
Pipettenspitzen 10 µl, 200 µl, 1000 µl, 5000 µl Sarstedt, Eppendorf, Biohit 
Pipettenspitzen mit Filter 10 µl, 200 µl, 1000 µl Sarstedt, Greiner Bio-One 
Polycarbonat Erlenmeyerkolben mit Ventildeckel Corning 
Polypropylen-24 Well 10 ml Uniplate U-Form Whatman 
Polypropylen-24 Well 10 ml Unifilter Platte 10 μm Whatman 
Polypropylen-Röhrchen 5 ml, 15 ml, 30 ml, 50 ml Sarstedt, Corning 
Polypropylen-Mikrotiterplatte 96 Well U-Form Greiner Bio-One 
Polystyrol-Abdeckplatte Greiner Bio-One 
Polystyrol-Mikrotiterplatte 96 Well Flachboden Sarstedt 
 4 Material und Methoden  
  39 
Material Hersteller 
Polystyrol-Mikrotiterplatte 96 Well Flachboden schwarz medium 
binding 
Greiner Bio-One 
Polystyrol-Mikrotiterplatte 96 Well V-Boden Ritter 
Polystyrol-Mikrotiterplatte 96 Well U-Boden Greiner Bio-One 
Polystyrol-EIA/RIA Platte 96 Well high binding  Costar 
PVDF-Membran T830.1 Roth 
Reaktionsgefäße 1,5 ml, 2 ml Sarstedt 
Säulen für die Affinitätschromatografie (Protein A) 
  BioScale Mini UNOsphere SUPrA 1 ml 




Säule für die Affinitätschromatografie (IMAC) 
  HisTrap FF Crude 1ml 
 
GE Healthcare 
Säulen zur Entsalzung/Umpufferung 
  BioScale Mini Bio-Gel P-6 Desalting Cartridge 10 ml 
  Zeba Desalt Spin Column 2 ml 
 
Bio-Rad 
Thermo Fisher Scientific 
Serologische Pipetten 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml steril Sarstedt 
Spritzen Inkjet 5 ml Braun 
T-Flaschen für Zellkultur (adhärent oder Suspension) 75 cm
2
 Greiner Bio-One 
TC-Platte 6/12/24 Well Polystyrol SPL Life Sciences 
Zellkulturschale 100 x 20 mm Polystyrol SPL Life Sciences 
Zellulose-Acetat-Filter 0,45 µm Sartorius Stedim Biotech 
4.1.3 Chemikalien 
Alle verwendeten Chemikalien wurden, soweit nicht anders im Text vermerkt, von folgenden 
Firmen bezogen: Carl Roth, MBI Fermentas, Merck, New England Biolabs, Sigma-Aldrich 
(Fluka, Riedel-de Haën) und Roche. 
4.1.4 Lösungen und Puffer 
Sämtliche Lösungen und Puffer wurden, wenn nicht anders im Test vermerkt, mit 
Reinstwasser hergestellt oder verdünnt. 
Tabelle 4.3 Verwendete Lösungen und Puffer 
Lösung/Puffer Komponente Konzentration 
Allgemeines 




Glycerin Glycerin steril 100 % 
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Lösung/Puffer Komponente Konzentration 





2,7  mM 
8,1  mM 




0,05-0,1 % (v/v) 
Zytotoxizitätsassay (ADCC) 




Affinitätschromatografie (IMAC, Profinia) 







20 mM (zur pH-
Einstellung) 
Waschpuffer 1 Bindepuffer  
   mit Imidazol 
 
20 mM 
Waschpuffer 2 Bindepuffer  
   mit Imidazol 
 
40 mM 
Elutionspuffer pH 7,4 Bindepuffer 
   mit Imidazol 
 
500 mM 
Affinitätschromatografie (Protein A, Äkta Prime) 




Elutionspuffer pH 3,0 Natriumcitrat 100 mM 
Neutralisationspuffer pH 9,0 Tris-HCl 2 M 
Affinitätschromatografie (Protein A, Profinia) 
Binde-, Wasch- und 
Equilibrierungspuffer bzw. 






2,7  mM 
4,3  mM 
8,1  mM 
Elutionspuffer pH 3,0 Natriumcitrat 100 mM 
Affinitätschromatografie (Protein A, 24 Well Platte) 
Binde- und Equilibrierungspuffer 
bzw. Waschpuffer 1 
PBS 1 x 
Elutionspuffer pH 3,0 Natriumcitrat 100 mM 
Neutralisierungslösung Tris 1 M 
Waschpuffer 2 pH 5,0 Natriumcitrat 100 mM 
Agarosegelelektrophorese 
Agarosegel Agarose in 1x TAE-Puffer 1 % (w/v) 
Ethidiumbromidlösung Ethidiumbromid 25 mM 
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Lösung/Puffer Komponente Konzentration 







Entfärbelösung Essigsäure 10 % (v/v) 
Färbelösung Coomassie Brilliant Blue R250 
Essigsäure 
0,05 % (w/v) 
10 % (v/v) 
ELISA 
Blocklösung Milchpulver  
PBS 
2 % (w/v) 
1 x 
BSA-Lösung BSA (Serva) 
PBS 
100 µg (w/v) 
1 x 













10 % (v/v) 
90 % (v/v) 
0,3 % (v/v) 
Stopplösung Schwefelsäure 0,5 M 
Fluoreszenzfärbung (Durchflusszytometrie) 
Färbepuffer FCS inaktiviert (PAA) 
EDTA 
PBS 
2 % (v/v) 
2 mM 
1 x 













Acetatpuffer pH 3,5/4,0/4,5 Natriumacetat 10 mM (eingestellt mit 




Ethanolamin pH 8,5 Ethanolamin (GE Healthcare) 1 M 
NHS N-Hydroxysuccinimid (GE Healthcare) 11,5 g/l 
Laufpuffer (PBS-T) PBS 
Tween 20 (peroxidfrei) 
1 x 




2 % (w/v) 
1 x; 0,1 % 
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1 % (w/v) 
1 % (w/v) 
1 x; 0,1 % 
Trypsin-Lösung Trypsin 
PBS 
1 mg (w/v) 
1 x 
Plasmid-DNA-Fällung 
Isopropanol Isopropanol 100 % (v/v) 
70 % Ethanol Ethanol (analytisch) 70 ml (v/v) 








DMSO Dimethylsulfoxid Rotipuran (Carl Roth) ≥ 99,8 % 
PEI Polyethylenimin linear 25 kDa (Polysciences) 1 g/l 
Trypanblau-Färbelösung Trypanblau  
PBS 
0,1 % (w/v) 
1 x 




30 % (w/v) 
0,8 % (w/v) 
APS-Lösung Ammoniumpersulfat 10 % (w/v) 




15 % (v/v) 
0,02 % (w/v) 
50 % (v/v) 
10 % (w/v) 
Ladepuffer ohne β-




0,02 % (w/v) 
50 % (v/v) 
10 % (w/v) 
Sammelgelpuffer Tris-HCl pH 6,8 1 M 




0,1 % (w/v) 
25   mM 
SDS-Lösung SDS 10 % (w/v) 
Trenngelpuffer Tris-HCl pH 8,8 1,5 M 




100 % (v/v) 
Blocklösung Milchpulver 
PBS 
2 % (w/v) 
1 x 




Methanol Methanol 100 (v/v) 
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70 % (v/v) 




4.1.5 Medien und Supplemente 
4.1.5.1. Prokaryotische Kultivierung  
Alle Medien und Supplemente wurde in Reinstwasser gelöst und anschließend autoklaviert. 
Die Antibiotika wurden sterilfiltriert und den Nährmedien nach dem Autoklavieren hinzuge-
fügt. 
Tabelle 4.4 Verwendete Medien und Supplemente für die prokaryotische Kultivierung 
Medium/Lösung Komponente Konzentration 
2 x YT-Medium pH 7,0 Trypton 
Hefeextrakt 
Natriumchlorid 
1,6 % (w/v) 
1 % (w/v) 
0,5 % (w/v) 
2 x YT-Agar 2 x YT-Medium 
Bacto-Agar 
1 x 
1,5 % (w/v) 
















Ampicillinstammlösung Ampicillin 100 g/l 
Glucosestammlösung Glucose 2 M 
IPTG-Stammlösung IPTG 1 M 




1 % (w/v) 
0,5 % (w/v) 







Tetracyclinstammlösung Tetracyclin 10 g/l 







2 % (w/v) 
0,5 % (w/v) 
0,005 % (w/v) 
20 mM 
20 mM 
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4.1.5.2. Eukaryotische Kultivierung 
Tabelle 4.5 Verwendete Medien und Lösungen für die eukaryotische Kultivierung 
Medium/Lösung Komponente Konzentration 
















10 % (v/v) 
1 % (v/v) 
DMEM-Kulturmedium für 
SKOV-3 




Nicht-essentielle Aminosäuren  
1 x 
10 % (v/v) 
1 % (v/v) 
1 % 
1 x 






0,1 % (w/v) 
25 µg/ml 





0,1 % (w/v) 
FCS (Fötales Kälberserum) FCS inaktiviert (PAA) 100 % (v/v) 
HS (Pferdeserum) HS inaktiviert (PAA) 100 % (v/v) 




L-Glutamin-Stammlösung L-Glutamin (PAA) 200 mM 
Natriumpyruvat-Stammlösung Natriumpyruvat (Thermo Fisher Scientific)  100 mM 





Penicillin/Streptomycin 1 M (100 x) 
Pluronic-F68-Stammlösung Pluronic-F68 (AppliChem) 10 % (w/v) 




10 % (v/v) 
1 % (v/v) 
TN1-Stammlösung TN1 Trypton (Organotechnie S.A.S.) 
F17-Medium 
20 % (w/v) 
1 x 
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4.1.6 Bakterienstämme, Bakteriophagen und eukaryotische Zelllinien 
Tabelle 4.6 Verwendete Bakterienstämme und Bakteriophagen 
Bakterien/Bakteriophagen Genotyp Herkunft/Referenz 
E. coli XL1-Blue MRF' K12: Δ(mcrA)183 Δ(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 
supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 lac [F´ proAB 
lacIqZΔM15 Tn10 (Tetr)] 
Stratagene 
Helferphage M13K07 - Vieira & Messing, 1987 
GE Healthcare  
 
Tabelle 4.7 Verwendete eukaryotische Zelllinien 
Zelllinie Beschreibung Referenz 
HEK293-6E Humane embryonale Nierenzellen Durocher et al, 2002 
HeLa Epitheliale Cervixkarzinomzellen Scherer & Syverton, 1954 
ATCC CCL-2 
LOVO Kolonadenokarzinomzellen Drewinko et al, 1976 
ATCC CCL-229 
LS-174T Kolonadenokarzinomzellen Tom et al, 1976 
ATCC CL-188 
MSTO-211H Mesotheliomzellen Bepler et al, 1988 
ATCC CCL-2081 
NK-92 Non-Hodgkin-Lymphom-Zellen Gong et al, 1994 
ATCC CRL-2407 
SKOV-3 Ovariale Adenokarzinomzellen Fogh, 1975 
ATCC HTB-77 
SW403 Kolorektale Adenokarzinomzellen Leibovitz et al, 1976 
ATCC CCL-403 
T-47D Epitheliale Mammakarzinomzellen Keydar et al, 1979 
ATCC HTB-133 
4.1.7 Plasmide 
Tabelle 4.8 Verwendete Plasmide 
Plasmid Verwendungszweck 
pHAL14 Phagemid, Phagen-Display, Expression von scFv-Fragmenten in E. coli 
pCMX2.5-hIgG1-Fc-XP Expressionsvektor für Säugerzellen, Produktion von Antigen-Fc-Fusionen (humaner 
Fc-Teil) 
pCSE2.5-hIgG1-Fc-XP Expressionsvektor für Säugerzellen, Produktion von scFv-Fc-Antikörpern, Antigen-
Fc-Fusionen (humaner Fc-Teil) und Antigenen 
pCSE2.5-mIgG2c-Fc-XP Expressionsvektor für Säugerzellen, Produktion von Antigen-Fc-Fusionen (muriner 
Fc-Teil) 
pCSE2.5-HIS-XP Expressionsvektor für Säugerzellen, Produktion von Antigenen mit HIS-Tag 
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Plasmid Verwendungszweck 
pCSEH1c Expressionsvektor für Säugerzellen, Produktion der schweren Kette von humanem 
IgG1 sowie bispezifischen IgG-scFv-Antikörpern 
pCSL3l Expressionsvektor für Säugerzellen, Produktion der leichten Kette Typ Lambda von 
humanen IgG1-Antikörpern 
pCSL3k Expressionsvektor für Säugerzellen, Produktion der leichten Kette Typ Kappa von 
humanen IgG1-Antikörpern 
pCSE5.2-hIgG1-Fc-XP Expressionsvektor für Säugerzellen, Produktion von bispezifischen scFv-Fc-scFv-
Antikörpern (humaner Fc-Teil, Linkervariante 2) 
pCSE5.3-hIgG1-Fc-XP Expressionsvektor für Säugerzellen, Produktion von bispezifischen scFv-Fc-scFv-
Antikörpern (humaner Fc-Teil, Linkervariante 3) 
pCSE5.4-hIgG1-Fc-XP Expressionsvektor für Säugerzellen, Produktion von bispezifischen scFv-Fc-scFv-
Antikörpern (humaner Fc-Teil, Linkervariante 4) 
pCSE2.7-hIgG1-Fc-XP Expressionsvektor für Säugerzellen, Produktion von scFv-Fc-Antikörpern mit 
humanem ADCC-optimiertem Fc-Teil 
pCSEH3c Expressionsvektor für Säugerzellen, Produktion der schweren Kette von humanem 
IgG1 sowie bispezifischen IgG-scFv-Antikörpern mit ADCC-optimiertem Fc-Teil  
pDONR223 Gateway-Vektor für Klonierungen 
pCR2.1 Klonierungsvektor 
pSEC-Xencor Klonierungsvektor 
pMA-T Klonierungsvektor für synthetisierte Gene (Invitrogen GeneART) 
4.1.8 Oligonukleotide 
Tabelle 4.9 Verwendete Oligonukleotide 



















 4 Material und Methoden  
  47 
























Tabelle 4.10 Verwendete Enzyme 
Enzym Hersteller 
CIP (Calf intestine phosphatase) New England Biolabs 
GoTaq DNA-Polymerase Promega 
Phusion DNA-Polymerase Finnzymes 




Tabelle 4.11 Verwendete Antikörper 
Antikörper Herkunft 
Maus α-c-Myc-Tag (9E10), monoklonal AG Dübel 
Maus α-FLAG Clone M2 (F3165), monoklonal Sigma 
Ziege α-Maus IgG (Fab-spezifisch) HRP-konj. (A2304), polyklonal Sigma 
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Antikörper Herkunft 
Ziege α-Maus IgG (Fab-spezifisch) AP-konj. (A2179), polyklonal Sigma 
Ziege α-Maus IgG (Fc-spezifisch) AP-konj. (115-055-071), polyklonal Dianova 
Ziege α-Maus IgG (Fc-spezifisch) FITC-konj. (F5897), polyklonal Sigma 
Ziege α-human IgG (Fc-spezifisch) (I1761), polyklonal, polyvalent Sigma 
Ziege α-human IgG (Fc-spezifisch) AP-konj. (109-055-098), polyklonal Dianova 
Ziege α-human IgG (Fc-spezifisch) HRP-konjugiert (A0170), polyklonal Sigma 
Ziege α-human IgG (Fcγ-spezifisch) FITC-konj. (109-095-098), polyklonal Dianova 
4.1.11 Kit-Systeme 
Tabelle 4.12 Verwendete Kit-Systeme 
Antikörper Herkunft 
NucleoBond Xtra Midi Kit Macherey-Nagel 
NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kit Macherey-Nagel 
peqGOLD Plasmid Miniprep Kit I Peqlab 
peqGOLD Plasmid Miniprep Kit II Peqlab 
4.1.12 Software und Datenbanken 
Tabelle 4.13 Verwendete Software und Datenbanken 
Produkt Anwendung Anbieter 
BIAevaluation 4.1 Auswertung der SPR-Analysen GE Healthcare 
Clustal W Sequenzvergleiche https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/ 
Finch TV 1.4.0 Darstellung und Auswertung von DNA-
Sequenzierdaten 
Geospiza Inc. 
FlowJo 7 Auswertung der Durchflusszytometrie-Daten Tree Star Inc. 
IMGT Analyse von Antikörpersequenzen Lefranc et al, 2015 
http://www.imgt.org/ 
MultAlign Sequenzvergleiche Corpet, 1988 
http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/ 
NCBI Literatur, DNA- und Proteinsequenzen, 
Sequenzabgleiche 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
Office 2007 Textverarbeitung, Bildbearbeitung, 
Tabellenkalkulation 
Microsoft 
Unicorn 5.10 Chromatografieauswertung GE Healthcare 
UniProt Proteinsequenzen The UniProt Consortium, 2019 
http://www.uniprot.org/ 
VBASE2 Analyse von Antikörpersequenzen Retter et al, 2005 
http://www.vbase2.org/ 
Vector NTI Suite 10 Erstellen und Ansicht von Vektorkarten Invitrogen 
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4.1.13 Sonstiges 
Tabelle 4.14 Zusätzliche Materialien 
Material Herkunft 
25 mM MgCl2 Fermentas 
6 x DNA-Ladepuffer Fermentas 
BSA 100 x New England Biolabs 
dNTPs Fermentas 
Ficoll-Paque Plus GE Healthcare 
Gene Ruler 1kB Plus DNA Ladder Fermentas 
HBSS, Hank's balanced salt solution  
(mit Calcium, Magnesium und Phenolrot) 
PAA 
Human N Protein Standard SL Siemens 
Low Molecular Weight DNA Ladder New England Biolabs 
Precision Plus Protein Standard dual color BioRad 
Precision Plus Protein Standard unstained BioRad 
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4.2 Molekularbiologische Methoden 
4.2.1 Präparation von Plasmid-DNA 
Plasmid-DNA wurde aus E. coli-Kulturen unter Verwendung der Kitsysteme peqGOLD 
Plasmid Miniprep Kit I, peqGOLD Plasmid Miniprep Kit II oder NucleoBond Xtra Midi Kit 
nach Herstellerangaben präpariert. Die Elution erfolgte in 50-300 μl des zum Kit gehörigen 
Elutionspuffers.  
4.2.2 Amplifikation von DNA-Fragmenten mittels PCR 
DNA-Fragmente wurden mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion (PCR) amplifiziert (Mullis 
et al, 1986). Die Zusammensetzung und Temperaturprofile verschiedener DNA-
Amplifikationen sind in den folgenden Abschnitten beschrieben. 
4.2.2.1. Amplifikation von DNA-Fragmenten für Klonierungen 
Für Klonierungen wurden Genabschnitte mittels PCR unter Verwendung flankierender 
Primer (Oligonukleotide) aus der Matrizen-DNA amplifiziert. Bei Bedarf wurden zusätzlich 
Erkennungssequenzen für Restriktionsendonucleasen über die verwendeten Primer in das 
DNA-Fragment eingefügt. Die Zusammensetzung und das Temperaturprofil einer PCR für die 
Amplifikation von DNA-Fragmenten für Klonierungen sind nachfolgend dargestellt. 
 
Tabelle 4.15 Zusammensetzung eines PCR-Ansatzes zur Amplifikation von DNA-Fragmenten für 
Klonierungen  
Komponente Volumen [μl] 
Matrizen-DNA (1 ng) 1,0 
Primer forward 10 µM 0,5 
Primer reverse 10 µM 0,5 
dNTPs je 10 mM 1,0 
HF-Reaktionspuffer (5 x) 10,0 
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Tabelle 4.16 Temperaturprofil einer PCR zur Amplifikation von DNA-Fragmenten für Klonierungen 
Temperatur [°C] Zeit [min:sec] Zyklen 
98 1:00        1 x 
98 0:15  
50-66 0:20 - 0:30      29 x 
72 0:20 - 1:30  
72 5:00        1 x 
16 ∞  
4.2.2.2. Kolonie-PCR 
Die Kolonie-PCR ist eine Variante der PCR, bei der anstelle gereinigter DNA eine 
Bakterienkolonie für die DNA-Amplifikation verwendet wird. Das Verfahren diente zum 
schnellen Screening von Einzelkolonien nach Klonierungen. Die Zusammensetzung und das 
Temperaturprofil einer Kolonie-PCR sind nachfolgend tabellarisch aufgeführt. 
Tabelle 4.17 Zusammensetzung einer Kolonie-PCR 
Komponente Volumen [μl] 
Matrizen-DNA (Kolonie) - 
Primer forward 10 µM 0,5 
Primer reverse 10 µM 0,5 
dNTPs je 10 mM 0,2 
GoTaq®-Reaktionspuffer  
ohne Magnesiumchlorid (5 x) 
2,0 
Magnesiumchlorid (25 mM) 0,8 




Tabelle 4.18 Temperaturprofil einer Kolonie-PCR 
Temperatur [°C] Zeit [min:sec] Zyklen 
95 2:00        1 x 
94 0:15  
52-58 0:20      24 x 
72 0:30 - 3:00  
72 5:00        1 x 
16 ∞  
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4.2.3 Agarosegelelektrophorese 
Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten anhand der Größe wurde eine 
Agarosegelelektrophorese durchgeführt. Hierzu wurden Agarosegele aus 1 % Agarose (w/v) 
in 1x TAE-Puffer hergestellt und mit 3-50 µl DNA-Probe beladen. Zur Bestimmung der 
Fragmentgrößen wurde ein DNA-Größenstandard verwendet. Die elektrophoretische 
Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte anschließend  für 20 - 50 min bei 100 - 150 V und 
75 - 250 mA. Durch Zugabe des interkalierenden Farbstoffs Ethidiumbromid bei der 
Herstellung des Agarosegels, konnte die DNA im Anschluss and die Elektrophorese unter 
UV-Licht nachgewiesen werden.  
4.2.4 Reinigung von DNA-Fragmenten 
Die Reinigung von DNA-Fragmenten nach einer PCR, aus Agarosegelen oder nach 
enzymatischer Restriktion erfolgte mit Hilfe des NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kits 
entsprechend der Herstellerangaben. Die DNA-Fragmente wurden in 20 - 50 µl zum Kit 
gehörenden Elutionspuffer eluiert. 
4.2.5 Photometrische Bestimmung der DNA-Konzentration 
Die Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte photometrisch bei einer Wellenlänge von 
260 nm. Eine Absorption (A260 nm) von 1 entsprach dabei einer Konzentration von 50 ng/µl 
doppelsträngiger DNA. 
4.2.6 Enzymatische Restriktion von DNA 
Für die Klonierung von DNA-Fragmenten wurden diese mit Typ II-
Restriktionsendonucleasen geschnitten. Die Verwendung dieser Enzyme erlaubt die 
sequenzspezifische Restriktion und Herstellung von DNA-Fragmenten definierter Größe. Die 
Restriktionen wurden typischerweise in 50 µl Ansätzen mit 1 - 6 µg DNA für 1 - 2 Stunden 
durchgeführt. Die Wahl des Reaktionspuffers und der Inkubationstemperatur erfolgte nach 
Herstellerangaben. Im Anschluss erfolgte ggf. die Dephosphorylierung sowie die 
Hitzeinaktivierung der Enzyme für 20 min bei 65 °C oder 80 °C. Die Zusammensetzung eines 
Restriktionsansatzes ist beispielhaft in Tabelle 4.19 aufgeführt. 
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Tabelle 4.19 Zusammensetzung eines Ansatzes für die enzymatische Restriktion 
Komponente Volumen [μl] 
DNA (1 -6 µg) x  
Restiktionsenzym (z.B. NcoI-HF) 20 U/µl 1,0 
Restiktionsenzym (z.B. NotI-HF) 20 U/µl 1,0 
Reaktionspuffer (10 x)  5,0 
BSA (100 x) 0,5 
dH2O 42,5 - x 
gesamt 50,0 
4.2.7 Dephosphorylierung von DNA 
Um die Religationsrate geschnittener Vektor-DNA zu verringern, wurde diese im Anschluss 
an die Restriktion dephosphoryliert. Dabei wird die endständige 5'-Phosphatgruppe 
enzymatisch von linearen DNA-Fragmenten abgespalten. Die Dephosphorylierung wurde mit 
dem Enzym CIP (Calf intestine phosphatase) durchgeführt. Vor der Hitzeinaktivierung der 
Restriktionsansätze wurden 0,5 µl CIP zum Ansatz gegeben und für 30 min bei 37 °C 
inkubiert. Dieser Schritt wurde nochmals wiederholt, der Ansatz anschließend inaktiviert und 
die DNA-Fragmente für die weitere Verwendung gereinigt.  
4.2.8 Ligation von DNA-Fragmenten 
Die Ligation geschnittener DNA-Fragmente wurde mit Hilfe der T4 DNA-Ligase über Nacht 
(16 h) bei 16 °C durchgeführt. Die Zusammensetzung der Ligationsansätze wurde so gewählt, 
dass das molare Verhältnis von Vektor zu Insert bei 1:3 lag. Die entsprechenden DNA-
Mengen wurden mit folgender Formel berechnet: 
 
𝑀𝑒𝑛𝑔𝑒 𝑉𝑒𝑘𝑡𝑜𝑟  𝑛𝑔 ∗ 𝐺𝑟öß𝑒 𝐼𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡 [𝑏𝑝]
𝐺𝑟öß𝑒 𝑉𝑒𝑘𝑡𝑜𝑟 [𝑏𝑝]
∗ 𝑚𝑜𝑙𝑎𝑟𝑒𝑠 𝑉𝑒𝑟ℎä𝑙𝑡𝑛𝑖𝑠 
𝐼𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡
𝑉𝑒𝑘𝑡𝑜𝑟
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Die Zusammensetzung eines Ligationsansatzes ist beispielhaft in Tabelle 4.20 dargestellt. 
Tabelle 4.20 Zusammensetzung eines Ligationsansatzes 
Komponente Volumen [μl] Menge 
Vektor-DNA x 50 ng 
Insert-DNA (z.B. 800 bp) y 24 ng 
Reaktionspuffer (10 x) 2,0  
T4 DNA-Ligase 3 U/µl 0,33  
dH2O 17,67 - x - y  
gesamt 20,0  
4.2.9 Sequenzierung 
Die Sequenzierung von DNA-Konstrukten erfolgte durch die Firma GATC Biotech AG. Die 
Proben und Primer wurden hierfür in der benötigten Konzentration und dem vorgegebenen 
Volumen vorbereitet und an den Anbieter geschickt. Die Sequenzen wurden nach Erhalt mit 
Hilfe der Programme FinchTV, MultAlign und VBASE2 ausgewertet. 
    
4.3 Mikrobiologische Methoden 
4.3.1 Transformation von E. coli mittels Hitzeschock 
Chemisch kompetente E.coli-Zellen (XL1-Blue MRF') wurden langsam auf Eis aufgetaut und 
50 µl Zellsuspension vorsichtig mit 10 µl Ligationsansatz gemischt. Nach 20 minütiger 
Inkubation des Ansatzes auf Eis erfolgte der Hitzeschock für 1 min bei 42 °C und das 
Abkühlen für 2 min auf Eis. Anschließend wurden 500 µl auf 37 °C vorgewärmtes SOC-
Medium zum Transformationsansatz gegeben und die Zellen für 60 min bei 37 °C und 
650 rpm im Thermomixer inkubiert. Zur Reduktion des Volumens des Ansatzes wurde dieser 
für 5 min bei 400 xg zentrifugiert, der Überstand bis auf ca. 100 µl abgenommen und das 
Zellpellet vorsichtig im restlichen Medium resuspendiert. Der gesamte Ansatz wurde auf 
2 x YT-Agar mit entsprechenden Antibiotikazusätzen ausplattiert und über Nacht (16 h) bei 
37 °C inkubiert.  
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4.3.2 Anlage von Glycerinstocks 
Zur langfristigen Lagerung von Bakterienkulturen wurden Gefrierkulturen (Glycerinstocks) 
angelegt. Hierzu wurden Flüssigkulturen nach über Nacht-Inkubation zu 20 % (v/v) mit 
Glycerin (100 %) versetzt und in Microschraubröhren bei - 80 °C aufbewahrt.  
4.3.3 Selektion von Antikörpern mittels Phagen-Display und Panning 
Für die Selektion von scFv-Antikörperfragmenten aus den Antikörpergenbibliotheken HAL7 
und HAL8 (Hust et al, 2011) wurde zunächst das Antigen (als Antigen-Fc-Fusionsprotein) in 
den Kavitäten einer Mikrotiterplatte (Costar) immobilisiert. Hierzu wurden pro Vertiefung 
5 µg Antigen in 1 x PBS in einem Gesamtvolumen von 150 µl über Nacht bei 4 °C inkubiert. 
Nach dem Ausschlagen der Antigenlösung aus der Vertiefung wurde diese mit 300 µl 
Blocklösung gefüllt und für 2 h bei Raumtemperatur inkubiert, um freie Bindungsstellen 
abzusättigen. Die Blocklösung wurde anschließend aus der Kavität entfernt und jeweils 
5 x 10
11
cfu (Colony forming units) Antikörper-tragender Phagen aus den Bibliotheken HAL7 
und HAL8 in die Vertiefung gegeben. Um eine unspezifische Bindung der Phagen bzw. die 
Bindung der Phagen an den Fc-Teil des rekombinant hergestellten Antigen-Fc-
Fusionsproteins zu verhindern, wurde zuvor eine Negativselektion durch Präadsorption der 
Phagen auf einem Negativantigen mit Fc-Teil in Panning-Block durchgeführt.  
Nach der 2-stündigen Inkubation der Phagen bei Raumtemperatur erfolgte ein intensiver 
Waschschritt mit PBS-T, um schwach oder nicht gebundene Phagen aus der Kavität zu 
entfernen. Die gebundenen Phagen wurden durch Inkubation mit 200 µl Trypsin (10 µg/ml) 
für 30 min bei 37 °C eluiert. 10 µl dieser Phagenlösung wurden zur Titerbestimmung (siehe 
Abschnitt 4.3.5) verwendet. Die restlichen 190 µl wurden für die Infektion von E. coli XL1-
Blue MRF'-Zellen und zur Amplifikation der Phagenpartikel genutzt (siehe Abschnitt 4.3.4). 
Insgesamt wurden 3 Panning-Runden durchgeführt, wobei für jede Runde 5 µg Antigen 
eingesetzt wurden, sowie die eluierten und amplifizierten Phagen aus der jeweils vorherigen 
Panning-Runde. Zusätzlich wurde in jeder Runde der Waschschritt zur Entfernung nicht oder 
schwach gebundener Phagen weiter intensiviert. 
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4.3.4 Infektion von E. coli und Produktion von Antikörperphagen 
Nach der Elution der Phagen im Panning wurden diese zur Infektion von E. coli XL1-Blue 
MRF'-Zellen und zur Amplifikation der Phagenpartikel verwendet. Für die Infektion wurden 
die Bakterien in 10 ml 2 x YT-T-Medium bei 37 °C im Schüttelkolben bis zu einer OD600 von 
0,5 kultiviert. Anschließend wurden 4 x 135 µl dieser Suspension entnommen, in 
4 Vertiefungen einer Mikrotiterplatte (Greiner Bio-One) überführt und jeweils 45 µl der 
eluierten Phagen pro Kavität hinzugegeben. Für die Infektion der Bakterien wurde die Platte 
für 30 min bei 37 °C inkubiert. Nach Zugabe von 20 µl einer 10 x Glucose-Ampicillin-
Lösung pro Vertiefung wurde die Mikrotiterplatte über Nacht bei 30 °C und 850 rpm im 
Thermoschüttler inkubiert.  
Zur Produktion bzw. Amplifikation von Phagenpartikeln wurden je 5 µl der infizierten 
E. coli-Zellen pro Vertiefung entnommen und in einer neuen Mikrotiterplatte zu 195 µl 
2 x YT-GA-Medium gegeben. Die Kulturen wurden ca. 2 h bei 37 °C und 850 rpm im 
Thermoschüttler bis zu einer OD620 von 0,3 bis 0,4 kultiviert (OD600 = OD620 x 1,6). Danach 
wurden 1 x 10
9
 cfu des Helferphagen M13K07 in jede Kavität gegeben und die Bakterien für 
die Infektion für 30 min bei 37 °C ohne Schütteln und anschließend nochmals 30 min bei 
37 °C und 850 rpm im Thermoschüttler inkubiert. Für den Wechsel des Kulturmediums 
wurden die Bakterien für 10 min bei 3220 xg pelletiert, der Überstand entfernt und pro 
Vertiefung 180 µl 2 x YT-AK-Medium hinzugegeben. Nach Resuspension der Zellen wurden 
diese für die Phagenproduktion über Nacht bei 30 °C und 850 rpm im Thermoschüttler 
kultiviert.  
Die Bakteriensuspension aus den vier zu einem Panning gegen ein Antigen gehörenden 
Vertiefungen wurde im Anschluss in einem 1,5 ml Reaktionsgefäß vereinigt und für 10 min 
bei 16.000 xg und Raumtemperatur zentrifugiert. Der Überstand, welcher die produzierten 
Phagen enthielt, wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Für die nächste Panning-
Runde wurden 50 µl dieser Phagensuspension verwendet sowie weitere 10 µl für die 
Titerbestimmung der amplifizierten Phagen eingesetzt. 
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4.3.5 Titerbestimmung von M13K07-Phagen 
Zur Bestimmung des Titers der eluierten und amplifizierten Phagen wurden E. coli XL1-Blue 
MRF'-Zellen in 2 x YT-T-Medium bei 37 °C im Schüttelkolben bis zu einer OD600 von 0,5 
kultiviert. Von der jeweiligen Phagensuspension wurden parallel Verdünnungsreihen in 
1 x PBS hergestellt und je 10 µl dieser Verdünnungen zu 50 µl Zellen gegeben. Nach 
30 minütiger Inkubation bei 37 °C wurde für die Titerbestimmung der eluierten Phagen, der 
gesamte Ansatz auf einer 2 x YT-GA-Platte ausgestrichen. Für die Titerbestimmung der 
amplifizierten Phagen wurden pro Verdünnungsstufe 3 x 10 µl der Zellsuspension auf 2 x YT-
GA-Platten ausgetropft. Die Platten wurden über Nacht bei 37 °C inkubiert, die Kolonien 
anschließend ausgezählt und mit Hilfe des Verdünnungsfaktors der Phagentiter in Form von 
cfu/ml bestimmt. Die Titerplatten der eluierten Phagen aus Panning-Runde 2 und 3 wurden 
darüber hinaus zur Isolation selektierter Antikörperklone verwendet.  
4.3.6 Produktion von scFv-Antikörperfragmenten 
Für die erste Überprüfung der Spezifität der mittels Phagen-Display und Panning selektierten 
Antikörperklone im Antigen-ELISA wurden diese in Mikrotiterplatten-Maßstab produziert. 
Hierfür wurde eine Mikrotiterplatte (Sarstedt) mit 150 µl 2 x YT-GA-Medium pro Vertiefung 
befüllt und mit Einzelkolonien von den Titerplatten der eluierten Phagen aus Panning-Runde 
2 und 3 beimpft. Anschließend wurde die Mikrotiterplatte über Nacht bei 37 °C und 250 rpm 
inkubiert. Pro Kavität wurden 20 µl der Kultur entnommen und in eine neue Mikrotiterplatte 
in 130 µl 2 x YT-GA-Medium überführt. Nach weiterer Kultivierung für 2 h bei 37 °C und 
300 rpm, wurden die Bakterien durch 10 minütige Zentrifugation bei 3220 xg und 
Raumtemperatur pelletiert und der Überstand verworfen. Durch Resupension des Zellpellets 
in 170 µl 2 x YT-A-Medium mit 50 µM IPTG pro Vertiefung wurde die Produktion von 
scFv-Antikörperfragmenten induziert und über Nacht bei 30 °C und 250 rpm durchgeführt. 
Nach Zentrifugation der Kulturen für 10 min bei 3220 xg und Raumtemperatur wurde der 
Überstand in eine neue Mikrotiterplatte überführt und konnte direkt für einen Antigen-ELISA 
eingesetzt werden. In die Kavitäten der Mikrotiterplatte mit den Zellpellets wurden jeweils 
40 µl 80 % (v/v) Glycerin hinzugefügt und die Platte bei -80 °C gelagert. 
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4.4 Proteinbiochemische Methoden 
4.4.1 Reinigung von Proteinen mittels Affinitätschromatografie 
4.4.1.1. Reinigung von Proteinen mit HIS-Tag mittels IMAC 
Rekombinante Fusionsproteine aus Antigen und HIS-Tag wurden nach der sekretorischen 
Produktion in HEK293-6E-Zellen mittels IMAC (Immobilized metal ion affinity 
chromatography) affinitätschromatografisch aus den Kulturüberständen gereinigt. Die 
Reinigungen wurden mit Hilfe des Profinia Protein Purification Systems (Bio-Rad) unter 
Verwendung einer 1 ml Nickel-Sepharose-Säule und einer 10 ml Gelfiltrationssäule zur 
Entsalzung durchgeführt. Vor der Reinigung wurde die Probe mit 5x konzentriertem 
Bindepuffer auf eine Endkonzentration von 10 mM Imidazol und 0,5 M Natriumchlorid 
eingestellt (entsprach einfachem Bindepuffer) und mit einem 0,45 µm Zellulose-Acetat-Filter 
filtriert. Die für die Reinigung verwendeten Puffer wurden ebenfalls mit einem 0,45 µm 
Zellulose-Acetat-Filter filtriert. Der Ablauf der Reinigung erfolgte nach Herstellerangaben. 
Im Anschluss wurde die Probe mit einem 0,2µm Filter sterilfiltriert, aliquotiert und bei -80 °C 
gelagert. 
4.4.1.2. Reinigung von Fc-Fusionsproteinen mittels Protein A (Profinia System) 
Rekombinante Antikörper und Fusionsproteine mit humanem IgG1-Fc-Teil oder murinem 
IgG2c-Fc-Teil wurden nach der sekretorischen Produktion in HEK293-6E-Zellen mittels 
Protein A-Affinitätschromatografie aus den Kulturüberständen gereinigt. Hierfür wurde das 
Profinia Protein Purification System (Bio-Rad) mit einer 1 ml Protein A-Säule und einer 
10 ml Gelfiltrationssäule zur Entsalzung verwendet. Die Probe sowie die verwendeten Puffer 
wurden vor der Reinigung mit einem 0,45 µm Zellulose-Acetat-Filter filtriert. Danach 
erfolgte die Reinigung entsprechend der Herstellerangaben. Die gereinigte Probe wurde mit 
einem 0,2 µm Filter sterilfiltriert und aliquotiert bei -80 °C gelagert.  
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4.4.1.3. Reinigung von Fc-Fusionsproteinen mittels Protein A (ÄKTA Prime)              
Alternativ zum Profinia Protein Purification System wurden affinitätschromatografische 
Reinigungen von rekombinanten Antikörpern mit Fc-Teil mittels Protein A mit dem ÄKTA 
Prime System (GE Healthcare) durchgeführt. Für die Reinigungen wurde eine 1 ml Protein A-
Säule (HiTrap MabSelect SuRe von GE Healthcare) verwendet. Sämtliche Puffer sowie die 
Probe wurden vor der Reinigung mit einem 0,45 µm Zellulose-Acetat-Filter filtriert. Alle 
Schritte der Reinigung wurden mit einer konstanten Flussrate von 1 ml/min und einem 
maximalen Druck von 0,7 mPa durchgeführt.  
Die Probe wurde nach Equilibrierung der Säule mit Bindepuffer auf diese geladen. Im 
Anschluss erfolgte ein Waschschritt, um unspezifisch gebundene Proteine zu entfernen, sowie 
die Elution der Probe mit Elutionspuffer in 1 ml Fraktionen. Zur Neutralisation des Eluats 
wurden jeweils 150 µl Neutralisationspuffer pro Fraktion in den Auffanggefäßen vorgelegt.  
Die Fraktionen wurden anschließend zusammengeführt und für 2 h bei 4 °C gegen 5 l PBS 
dialysiert. Danach erfolgte ein Wechsel in 5 l frisches PBS und die Dialyse der Proben über 
Nacht bei 4 °C. Zur Lagerung der gereinigten Proben wurden diese im Anschluss an die 
Dialyse mit einem 0,2 µm Filter sterilfiltriert, aliquotiert und bei -80 °C eingefroren. 
4.4.1.4. Reinigung von Fc-Fusionsproteinen mittels Protein A (24 Well Platte) 
Bei Produktionen von Antikörpern mit Fc-Teil im kleinen Maßstab (bis 10 ml) wurden die 
Kulturüberstände manuell unter Verwendung einer 24 Well Filterplatte gereinigt, welche pro 
Vertiefung 0,5 ml Protein A-Affinitätsmedium (MabSelect SuRe von GE Healthcare) enthielt. 
Bei der Reinigung wurde die Flüssigkeit oder der Puffer durch Anlegen von Vakuum durch 
die Filterplatte und das darin enthaltenen Protein A-Affinitätsmedium gesaugt.  
Nach der Equilibrierung des Materials mit 2 x 5 ml Bindepuffer wurde die Probe geladen und 
für 10 min bei Raumtemperatur und Intervallschütteln bei 400 rpm (2 x 10 sec pro 1 min) 
inkubiert. Nach dem Durchtropfen der Probe durch die Filterplatte ohne Anlegen von 
Vakuum folgten zwei Waschschritte mit 5 ml Waschpuffer 1 und 2,5 ml Waschpuffer 2, um 
unspezifisch gebundene Proteine zu entfernen. Die Elution der Probe erfolgte in 3 Schritten 
mit insgesamt 1,4 ml Elutionspuffer, wobei zunächst 400 µl Elutionspuffer zugefügt wurden 
und vor den Durchsaugen durch die Filterplatte für 5 min bei Raumtemperatur inkubiert 
wurden. Anschließend erfolgten noch 2 weitere Elutionen mit jeweils 500 µl Elutionspuffer. 
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Zur Neutralisierung des Eluats in der Sammelplatte, einer Deepwell-Platte mit 24 
Vertiefungen, wurden pro Vertiefung 150 µl Neutralisationslösung vorgelegt. 
Das Umpuffern der Eluate wurde im Anschluss an die Reinigung mittels Zeba Desalt Spin 
Säulen (Thermo Fisher Scientific) und Zentrifugation durchgeführt. Nach Equilibrierung der 
Säulen bei Raumtemperatur mit 3 x 2,5 ml 1 x PBS und 1000 xg wurde das Eluat aus der 
Protein A-affinitätschromatografischen Reinigung auf die Säule gegeben. Durch Zentri-
fugation für 2 min bei 1000 xg und Raumtemperatur erfolgte das Umpuffern der Probe in 
1 x PBS. Abschließend wurde die gereinigte Probe mit einem 0,2 µm Filter sterilfiltriert, 
aliquotiert und bei -80 °C gelagert. 
4.4.2 Photometrische Bestimmung der Proteinkonzentration 
Die Bestimmung der Konzentration gereinigter Proteinen erfolgte photometrisch mittels 
NanoDrop ND1.000 Spektrophotometer. Hierzu wurde die Absorption der Probe bei einer 
Wellenlänge von 280 nm gemessen und unter Verwendung des molekularen 
Extinktionskoeffizienten und der molekularen Masse des Proteins die Konzentration 
berechnet. Der molekulare Extinktionskoeffizient sowie die molekulare Masse wurden zuvor 
mit Hilfe des Programms VectorNTI ermittelt. 
4.4.3 ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) 
4.4.3.1. Human Capture ELISA 
Zur Bestimmung der Konzentration nicht gereinigter Proteine mit humanem Fc-Teil wurde 
ein Human Capture ELISA durchgeführt. Hierfür wurden zunächst je 100 µl des polyvalenten 
Antikörpergemischs Ziege α-human IgG (Fc-spezifisch; 1:6700 in 1 x PBS verdünnt) als 
Fängerantikörper in die Kavitäten einer Mikrotiterplatte (Costar) gegeben und für 1 h bei 
37 °C inkubiert (Coating). Zum Blockieren freier Bindungsstellen wurden anschließend 
200 µl 1 x PBS mit 30 % FCS in jede Vertiefung gefüllt und die Platte erneut für 1 h bei 
37 °C inkubiert. In einer weiteren Mikrotiterplatte wurden parallel Vorverdünnungen von 
Kulturüberständen aus einer sekretorischen Antikörperproduktion in HEK293-6E-Zellen 
(siehe Abschnitt 4.6.4.1) in 1 x PBS mit 1 % FCS vorbereitet. Zur Bestimmung der 
Proteinkonzentration wurde zusätzlich eine Vorverdünnungsreihe des Human N Protein 
Standard SL (Siemens) in 1 x PBS mit 1 % FCS erstellt. Nach dem Blocken der 
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Mikrotiterplatte mit dem immobilisierten Fängerantikörper folgte ein Waschschritt mit PBS-T 
am ELISA-Washer. Die Vertiefungen wurden im Anschluss mit 100 µl 1 x PBS mit 1 % FCS 
befüllt und je 100 µl der Vorverdünnungen der Kulturüberstände und des Standards hinzu 
gegeben. Nach der Inkubation für 1 h bei 37 °C wurde die Platte erneut am ELISA-Washer 
gewaschen und in jede Kavität 100 µl des Nachweisantikörpers Ziege α-human IgG (Fc-
spezifisch) HRP-konjugiert (1:70.000 in 1 x PBS mit 1 % FCS) gefüllt. Die Platte wurde 
nochmals für 1 h bei 37 °C inkubiert und danach am ELISA-Washer gewaschen. Im 
Anschluss wurden in jede Vertiefung 100 µl einer TMB-Substratlösung gegeben und die 
Farbreaktion nach 20 min durch Zugabe von 0,5 M Schwefelsäure gestoppt. Die Zugabe der 
Schwefelsäure bewirkt eine Farbumschlag von blau zu gelb. Die Absorption des gebildeten 
Farbstoffs wurde am ELISA-Reader bei einer Wellenlänge von 450 nm (Referenzmessung bei 
620 nm) vermessen. 
4.4.3.2. Indirekter Antigen-ELISA 
Für den indirekten Antigen-ELISA wurde eine Mikrotiterplatte (Costar) mit 200 ng Antigen 
in 100 µl 1 x PBS pro Vertiefung befüllt und über Nacht bei 4 °C inkubiert (Coating). 
Anschließend wurde das Antigen durch Ausschlagen entfernt. Um freie Bindensstellen zu 
blockieren, wurden die Kavitäten jeweils mit 300 µl Blocklösung gefüllt und für 1 h bei 
Raumtemperatur inkubiert. Nach dem Waschen der Platte mit PBS-T am ELISA-Washer 
erfolgte die Zugabe von 100 µl löslichen Antikörpern in Blocklösung pro Vertiefung aus einer 
Produktion in Mikrotiterplatten (siehe Abschnitt 4.3.6). Die Mikrotiterplatte wurde für 1,5 h 
bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend erneut am ELISA-Washer gewaschen. 
Daraufhin folgte die Inkubation der Platte mit 100 µl des primären Nachweisantikörpers Maus 
α-c-Myc-Tag (9E10; 1:2000 in Blocklösung) pro Vertiefung für 1 h bei Raumtemperatur, 
gefolgt von einem weiteren Waschschritt. Nach dem Waschen wurden in jede Kavität 100 µl 
des sekundären Nachweisantikörpers Ziege α-Maus IgG (Fab-spezifisch) HRP-konjugiert 
(1:50.000 in Blocklösung) gegeben und die Platte für 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die 
Mikrotiterplatte wurde anschließend erneut gewaschen und in jede Vertiefung 100 µl einer 
TMB-Substratlösung gegeben. Die Farbreaktion wurde nach 20 min durch Zugabe von 100 µl  
0,5 M Schwefelsäure pro Vertiefung gestoppt und bewirkte einen Farbumschlag von blau zu 
gelb. Die Absorption des gebildeten Farbstoffs wurde anschließend am ELISA-Reader bei 
einer Wellenlänge von 450 nm (Referenzmessung bei 620 nm) vermessen. 
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4.4.3.3. Titrations-ELISA 
Für den Titrations-ELISA wurden jeweils 100 ng Antigen in 100 µl 1 x PBS in die 
Vertiefungen einer Mikrotiterplatte (Costar) gegeben und über Nacht bei 4 °C immobilisiert 
(Coating). Nach dem Ausschlagen des Antigens wurden freie Bindungsstellen in den 
Kavitäten durch Füllen mit 300 µl Blocklösung und Inkubation für 1 h bei Raumtemperatur 
abgesättigt. Nach einem Waschschritt am ELISA-Washer erfolgte die Zugabe von 100 µl 
löslicher Antikörper im scFv-Fc-Format pro Kavität. Von den Antikörpern wurde zuvor 
ausgehend von einer Konzentration von 10 µg/ml eine 11-stufige  Verdünnungsreihe in 
Blocklösung hergestellt und diese im Titrations-ELISA eingesetzt. Die Mikrotiterplatte wurde 
für 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Daraufhin folgte ein weiterer Waschschritt und die 
Inkubation der Platte mit 100 µl des Nachweisantikörpers Ziege α-human IgG (Fc-spezifisch) 
HRP-konjugiert (1:70.000 in Blocklösung) pro Vertiefung für 1 h bei Raumtemperatur. Die 
Platte wurde anschließend erneut gewaschen und 100 µl einer TMB-Substratlösung in jede 
Kavität gegeben. Nach 10-15 min wurde die Farbreaktion durch Zugabe von 100 µl 0,5 M 
Schwefelsäure pro Vertiefung abgestoppt. Die Zugabe der Schwefelsäure bewirkte einen 
Farbumschlag von blau zu gelb. Die Absorption des Farbstoffs wurde anschließend am 
ELISA-Reader bei einer Wellenlänge von 450 nm und einer Referenzwellenlänge von 
620 nm vermessen.   
4.4.4 SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese) 
Zur Durchführung einer diskontinuierlichen SDS-PAGE (Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese) wurden zunächst Polyacrylamidgele, bestehend aus einem 
Sammel- und einem Trenngel, hergestellt. Die Zusammensetzung der Gele ist in Tabelle 4.21  
dargestellt. Zunächst wurde das Trenngel gegossen und mit Isopropanol überschichtet. Nach 
Polymerisierung des Trenngels wurde das Isopropanol entfernt und das Sammelgel gegossen, 
in welches zusätzlich ein Kamm für die spätere Beladung des Gels mit Proben eingesetzt 
wurde. Der Kamm wurde nach der Polymerisierung des Sammelgels entfernt und das fertige 
Polyacrylamidgel in eine mit Laufpuffer gefüllte Laufkammer gesetzt.  
Die Proben wurden vor der Beladung des Gels zur Denaturierung mit 5 x Laemmlipuffer 
versetzt und für 10 min bei 95 °C erhitzt. Darüber hinaus wurden Proben unter nicht-
reduzierenden Bedingungen hergestellt, indem 5 x Ladepuffer ohne β-Mercaptoethanol zu 
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den Proben gegeben wurde und diese anschließend für 10 min bei 56 °C erhitzt wurden. Das 
Gel wurde neben den Proben mit ein Proteinmarker (molarer Massenstandard) beladen und 
die elektrophoretische Auftrennung der Proteine für 50 min bei 200 V und 400 mA 
durchgeführt. 
Tabelle 4.21 Zusammensetzung von Trenn-und Sammelgelen für die SDS-PAGE 
Komponente 
Volumen [µl] 
Trenngel (10 %) Trenngel (12 %) Sammelgel (4 %) 
dH2O 1.600 1.300 1.000 
30 % Acrylamidmix 1.300 1.600 260 
1,5 M Tris-HCl pH 8,8 1.000 1.000 - 
1 M Tris-HCl pH 6,8 - - 200 
10 % SDS 40 40 15 
10 % APS 40 40 15 
TEMED 2 2 2 
4.4.5 Coomassie-Färbung von Proteingelen 
Im Anschluss an die SDS-PAGE wurden die Polyacrylamidgele zur Anfärbung der Proteine 
in Coomassie-Färbelösung gegeben und in der Mikrowelle erhitzt. Nach 10 minütiger 
Inkubation auf einer Wippe bei Raumtemperatur wurden die Gele mit dH2O gespült und in 
Entfärbelösung gelegt. Nach dem erneuten Erhitzen in der Mikrowelle wurden die Proteingele 
auf einer Wippe bei RT bis zur Sichtbarkeit der Proteinbanden entfärbt (ca. 20 min). Die 
Lagerung der Gele erfolgte anschließend in dH2O.  
4.4.6 Western Blot 
Mittels Western Blot wurden Proteine nach der elektrophoretischen Auftrennung in einer 
SDS-PAGE auf eine PVDF-Membran übertragen. Hierfür wurde das Semi-Dry-Verfahren 
verwendet. Zunächst wurde ein Filterpapier in Laufpuffer getränkt und auf eine Blotanlage 
gelegt. Die PVDF-Membran wurde in Methanol aktiviert und auf das Filterpapier gegeben. 
Auf die Membran wurde das Polyacrylamidgel gelegt, gefolgt von einem weiteren in 
Laufpuffer getränkten Filterpapier. Zwischen allen Schichten wurden mögliche Luftblasen 
entfernt. Der Transfer der Proteine auf die Membran erfolgte nach dem Schließen der 
Transferkammer durch Anlegen eines elektrischen Feldes für 30 min bei 20 V und 0,4 A.  
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4.4.7 Immunfärbung 
Die Immunfärbung diente zum spezifischen Nachweis der Proteine nach der Übertragung auf 
eine PVDF-Membran mittels Western Blot. Zur Absättigung unspezifischer Bindungsstellen 
wurde die PVDF-Membran zunächst über Nacht bei 4 °C in Blocklösung inkubiert und 
anschließend in PBS-T gewaschen. Zum Nachweis von scFv-Antikörperfragmenten wurde 
die Membran für 1,5 h bei Raumtemperatur mit dem primären Nachweisantikörper Maus α-c-
Myc-Tag (1:1.000 in Blocklösung) inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt mit PBS-T 
erfolgte die Inkubation mit dem sekundären Nachweisantikörper Ziege α-Maus IgG (Fab-
spezifisch) AP-konjugiert (1:30.000 in Blocklösung) für 1, 5 h bei Raumtemperatur.  
Der Nachweis der spezifischen Antigenbindung auf Zelllysaten erfolgte durch Inkubation der 
Membran mit 1µg/ml gereinigtem Antikörper für 1,5 h bei Raumtemperatur, einem 
Waschschritt mit PBS-T und der erneuten Inkubation für 1,5 h bei Raumtemperatur mit dem 
Nachweisantikörper Ziege α-human IgG (Fc-spezifisch) AP-konjugiert (1:5.000 in 
Blocklösung).  
Anschließend wurde die Membran nochmals mit PBS-T und zusätzlich mit Substratpuffer 
gewaschen. Danach erfolgte die Inkubation mit den Substraten NBT und BCIP (1:100 in 
Substratpuffer verdünnt). Die Farbreaktion wurde nach ausreichender Färbung durch Spülen 
mit dH2O gestoppt und die Membran zwischen zwei Filterpapieren getrocknet. 
 
4.5 Biophysikalische Methoden 
4.5.1 Größenausschlusschromatografie (SEC) 
Die Größenausschlusschromatografie (SEC) wurde mit dem ÄKTA Purifier System (GE 
Healthcare) unter Verwendung einer Superdex 200/10/300 Increase GL Säule (GE Healthcare) 
durchgeführt. Für jeden Chromatografielauf wurden 80 µg Probe in einem Volumen von 150 - 
500 µl auf die Säule geladen. Als Proben- und Laufpuffer wurde 1 x PBS verwendet. Die 
Fließgeschwindigkeit betrug 0,5 ml/min. Für die Auswertung wurde die Absorption der 
Proben bei 280 nm analysiert.  
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4.5.2 Oberflächenplasmonresonanz (SPR) 
Die Bindungskinetik und Affinität der Antikörper zum jeweiligen Antigen wurde mittels 
Oberflächenplasmonresonanz-Messung am Biacore System (GE-Healthcare) untersucht. 
Zunächst wurde ein CM5-Chip nach Herstellerangaben mit dem Human Antibody Capture 
Kit (GE-Healthcare) vorbereitet. Der jeweilige Antikörper wurde mit einer Konzentration von 
5 µg/ml und einer Flussrate von 10 µl/min durch Bindung des humanen Fc-Teils an den 
Fängerantikörper als Ligand immobilisiert. Anschließend erfolgte die Messung mit dem 
Antigen als Analyt in einer Konzentrationsreihe bei einer Flussrate von 25 µl/min. Die 
Assoziationszeit wurde auf 250 s festgelegt. Die Dissoziation wurde mit Laufpuffer (PBS-T) 
durchgeführt und betrug 600 s.  
 
Für die Verwendung eines Antigens als Ligand wurde eine Aminkopplung an einen CM5-
Chips durchgeführt. Vor der Kopplung erfolgte ein pH-Scouting mit Acetatpuffer mit 
verschiedenen pH-Werten (pH 3,5, 4,0 oder 4,5) sowie verschiedenen Antigen-
konzentrationen (10 µg/ml, 2 µg/ml und 1 µg/ml).  
Für die Kopplung wurde die Chipoberfläche zunächst mit NHS/EDC aktiviert. Entsprechend 
der Ergebnisse des pH-Scoutings wurde das Antigen anschließend in einer Konzentration von 
2 µg/ml in Acetatpuffer mit einem pH-Wert von 4,5 bis zu 216 RU gekoppelt. Verbliebene 
freie Bindungsstellen auf der Chipoberfläche wurden unspezifisch mit 1 M Ethanolamin 
pH 8,5 abgesättigt. Die Messungen erfolgten mit dem Antikörper als Analyt in einer 
Konzentrationsreihe bei einer Flussrate von 25 µl/min. Die Assoziationszeit betrug 250 s, 
während die Dissoziation mit Laufpuffer (PBS-T) auf 600 s festgelegt wurde. 
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4.6 Zellbiologische Methoden  
4.6.1 Kultivierung von humanen Zelllinien  
Die Kultivierung der Suspensionszelllinie HEK293-6E erfolgte in Polycarbonat-
Erlenmeyerkolben mit Ventildeckel bei 37 °C, 5 % CO2 und 110 rpm oder in Polypropylen-
Röhrchen bei 37 °C, 5 % CO2 und 190 rpm. Als Kulturmedium wurde F17-Kulturmedium 
verwendet (siehe Tabelle 4.5). Die Zelldichte wurde alle zwei bis drei Tage bestimmt (siehe 
Abschnitt 4.6.2) und die Zellzahl für die Subkultivierung auf 125.000 - 250.000 Zellen/ml 
eingestellt. 
Adhärente Tumorzelllinien wurden in DMEM-Kulturmedium (HeLa, SKOV-3, LOVO, 
SW403) oder RPMI 1640-Kulturmedium (MSTO-211H, T-47D, LS-174T; siehe Tabelle 4.5) 
in Zellkulturschalen bei 37 °C und 5 % CO2 kultiviert. Die Passagierung der Zellen erfolgte 
alle zwei bis drei Tage bei Konfluenz der Kultur. Hierfür wurde das Medium abgenommen 
und die Zellen mit 5 ml 1 x PBS gewaschen. Anschließend wurden die Zellen durch 
Inkubation mit 2 ml Trypsin/EDTA von der Kulturschale gelöst und vereinzelt. Nach 
Aufnahme der Zellen in 10 ml vorgewärmten Kulturmedium wurde die Zelldichte bestimmt 
(siehe Abschnitt 4.6.2) und die Zellen in neuen Zellkulturschalen ausgesät.  
Die Kultivierung der Lymphom-Zelllinie NK-92 erfolgte in Suspension in 
Zellkulturplatten, -schalen oder T-Flaschen bei 37 °C und 5 % CO2. Als Medium wurde 
Alpha-MEM-Kulturmedium (siehe Tabelle 4.5) verwendet. Für die Subkultivierung wurden 
die Zellen jeden zweiten Tag in ein Polypropylen-Röhrchen überführt und für 5 min bei 
850 rpm (145 xg) pelletiert. Der Überstand wurde verworfen und die Zellen in frischem 
vorgewärmten Kulturmedium resuspendiert. Nach Ermittlung der Zelldichte (siehe Abschnitt 
4.6.2) wurde für die Subkultivierung eine Zellzahl von 500.000 Zellen/ml eingestellt. 
4.6.2 Bestimmung der Zelldichte und der Zellvitalität (Trypanblau-Ausschluss) 
Zur Beurteilung der Vitalität der kultivierten Zellen wurden diese mit Trypanblau versetzt, 
einem Farbstoff, der nur tote Zellen anfärbt. Anschließend wurde die Anzahl lebender Zellen 
mittels Zählung in einer Neubauer-Zählkammer bestimmt. Anhand der ermittelten Zellzahl 
wurde die Zelldichte in Zellen/ml berechnet.   
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4.6.3 Lagerung von Zelllinien  
Für die Langzeitlagerung der Zelllinien wurden Cryo-Kulturen angelegt. Hierzu wurden die 
Zellen wie in Abschnitt 4.6.1 beschrieben geerntet und für 4 min bei 145 xg zentrifugiert. Der 
Überstand wurde verworfen und die Zellen in kaltem Medium mit 40 % FCS resuspendiert. 
Nach der Bestimmung der Zelldichte und Vitalität wurde kaltes Medium mit 20 % DMSO 
hinzugefügt, sodass das Medium final 20 % FCS und 10 % DMSO enthielt. Anschließend 
wurden die Zellen in Mikroschraubröhrchen gegeben und in einem Cryo-Container bei -80 °C 
graduell eingefroren. Anschließend wurden die Röhrchen in flüssigen Stickstoff überführt und 
gelagert. 
Zum Auftauen wurden die Röhrchen in ein 37 °C warmes Wasserbad gegeben, die Zellen in 
Kulturmedium aufgenommen und für die Kultivierung ausgesät.  
4.6.4 Transiente Transfektion von HEK293-6E-Zellen 
4.6.4.1. Transiente Transfektion zur sekretorischen Produktion von rekombinanten 
Proteinen 
Zur sekretorischen Produktion von verschiedenen rekombinanten Proteinen wurden transiente 
Transfektionen von HEK293-6E-Zellen mit der entsprechenden Plasmid-DNA und dem 
Transfektionsreagenz PEI (Polyethylenimin) durchgeführt. Hierzu wurden die Zellen in der 
exponentiellen Wachstumsphase mit einer Zelldichte von 1,5 - 2,0 x 10
6
 Zellen/ml mit DNA-
PEI-Komplexen transfiziert. Die DNA-PEI-Komplexe wurden zuvor hergestellt, indem in 
einer Polystyrol-Platte 25 µg Plasmid-DNA und 62,5 µl PEI (1 mg/ml) separat voneinander in 
1,25 ml F17-Transfektionsmedium (siehe  Tabelle 4.5) gegeben wurden. Anschließend 
wurden beide Ansätze gemischt und für 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der 
Inkubation wurde jeweils ein Ansatz mit DNA-PEI-Komplexen zu 125 ml Zellsuspension 
gegeben. Die Zellen wurden anschließend bei 37 °C, 5 % CO2 und 110 rpm kultiviert. Bei 
Produktionen in kleinerem Maßstab wurden die DNA-PEI-Ansätze entsprechend 
herunterskaliert. 48 h nach der Transfektion wurden die Kulturen zur Hälfte des 
Kulturvolumens mit frischem F17-Kulturmedium mit 0,5 % (w/v) TN1 versetzt. Nach 
weiteren 72 - 96 h erfolgte die Ernte der Kulturüberstände, indem die Zellsuspensionen in 
Polypropylen-Röhrchen überführt wurden und für 10 min bei 800 xg und 6 °C zentrifugiert 
wurden. Der Überstand wurde anschließend in neue Polypropylen-Röhrchen überführt und 
4 Material und Methoden 
68 
direkt für die Reinigung der Proteine mittels Protein-A oder IMAC (siehe Abschnitt 4.4.1) 
verwendet oder im Human Capture ELISA eingesetzt. Wurde die Reinigung nicht direkt im 
Anschluss durchgeführt, wurden die Überstände mit 1 % low IgG FCS versetzt und bei 4 °C 
gelagert.  
4.6.4.2. Expression von rekombinanten Proteinen auf der Oberfläche von HEK293-6E-
Zellen 
Für die Expression von rekombinanten Proteinen auf der Oberfläche von HEK293-6E-Zellen 
wurden die Zellen wie in Abschnitt 4.6.4.1 beschrieben transient mit Plasmid-DNA und dem 
Transfektionsreagenz PEI transfiziert. 48 h nach der Transfektion wurde die Zelldichte erneut 
bestimmt und es erfolgte die Ernte der Zellen durch Überführen in ein Polypropylenröhrchen 
und Zetrifugation für 6 min bei 250 xg und 4 °C. Nach Verwerfen des Überstands wurden die 
Zellen je nach weiterer Verwendung in kaltem 1 x PBS (z.B. zur Herstellung von Proben für 
die SDS-PAGE) oder Färbepuffer (für die Durchflusszytometrie) resuspendiert. 
4.6.5 Immunfluoreszenzfärbung und Durchflusszytometrie 
Die Bindung von Antikörpern auf der Oberfläche von verschiedenen Zelllinien wurde mittels 
Durchflusszytometrie analysiert. Hierzu wurde zunächst eine Immunfluoreszenzfärbung 
durchgeführt. Adhärente Zelllinien wurden wie in Abschnitt 4.6.1 mittels Trypsin/EDTA von 
der Kulturschale gelöst und in Kulturmedium aufgenommen. In Suspension wachsende 
Zelllinien konnten direkt für die Färbung verwendet werden. Die Zelldichte wurde durch 
Zählung in einer Neubauer-Zählkammer (siehe Abschnitt 4.6.2) bestimmt und die 
Zellsuspension anschließend für 6 min bei 250 xg und Raumtemperatur zentrifugiert. Der 
Überstand wurde verworfen und die Zellen in kaltem Färbepuffer aufgenommen. Je 200.000 
Zellen wurden pro Färbung in die Vertiefung einer Polystyrol-Mikrotiterplatte mit V-Boden 
(Ritter) gegeben und die Platte für 6 min bei 300 xg und 4 °C zentrifugiert. Nach Ausschlagen 
des Überstands wurden in jede Vertiefung 5 µg des zu testenden Antikörpers (in 200 µl 
Färbepuffer) gegeben. Zum Nachweis des FLAG-Tags des Antigens DAP10 wurden 5 µg des 
primären Nachweisantikörpers Maus α-FLAG Clone M2 in 200 µl Färbepuffer verwendet. 
Die Zellen wurden nach dem Resuspendieren für 30 min bei 4-8 °C inkubiert. Im Anschluss 
wurde die Platte für 6 min bei 300 xg und 4 °C zentrifugiert und der Überstand ausgeschlagen. 
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Es folgte ein Waschschritt durch Resuspendieren der Zellen in 200 µl Färbepuffer und 
Zentrifugation für 6 min bei 300 xg und 4 °C. Nach Ausschlagen des Überstands wurden 
50 µl des Nachweisantikörpers Ziege α-human IgG (Fcγ-spezifisch) FITC-konjugiert (1:100 
verdünnt in Färbepuffer) bzw. 50 µl des sekundären Nachweisantikörpers Ziege α-Maus IgG 
(Fc-spezifisch) FITC-konjugiert (1:500 verdünnt in Färbepuffer) in jede Kavität gegeben.  
Nach 30 minütiger Inkubation bei 4-8 °C wurden in jede Vertiefung 300 µl Färbepuffer 
gegeben und die Platte für 6 min bei 300 xg und 4 °C zentrifugiert. Der Überstand wurde 
ausgeschlagen und die Zellen in 200 µl Färbepuffer aufgenommen. Anschließend wurde die 
Zellsuspension für die durchflusszytometrische Messung in ein Polypropylenröhrchen 
(Sarstedt) überführt, in welches zuvor 200 µl einer 2x Propidiumiodid-Lösung vorgelegt 
wurden. Propidiumiodid interkaliert in die DNA geschädigter Zellen und diente zur 
Unterscheidung lebender und toter Zellen während der Messungen. Die Vermessung der 
Proben wurde am Durchflusszytometer Cytomics FC500 (Beckman Coulter) bei einer 
Wellenlänge von 488 nm durchgeführt.            
4.6.6 Isolation von peripheren Blutlymphozyten 
Für funktionelle Analysen wurden periphere Blutlymphozyten aus dem Humanblut gesunder 
Spender isoliert. Hierfür wurden LRS-Kammern (Leukozytenreduktionssytem) aus der 
Blutspende verwendet. In einem Polypropylen-Röhrchen (Corning) wurden 20 ml Ficoll-
Paque Plus (GE Healthcare) vorgelegt und mit 10 ml Zellsuspension aus einer LRS-Kammer  
überschichtet. Nach Dichtegradientenzentrifugation für 20 min bei 805 xg und 
Raumtemperatur sowie abgeschalteter Bremse wurde die Interphase, welche die 
mononukleären Zellen des peripheren Blutes (PBMC) enthält, abgenommen und in ein neues 
Röhrchen überführt, in das bereits 10 ml HBSS (Hank's balanced salt solution) vorgelegt 
wurden. Nach dem Auffüllen des Röhrchens mit HBSS auf 50 ml folgte die Zentrifugation für 
10 min bei 290 xg und Raumtemperatur. Der Überstand wurde verworfen und die Zellen 
erneut durch Aufnahme in 50 ml HBSS und Zentrifugation für 10 min bei 290 xg und 
Raumtemperatur gewaschen. Nach weiterem zweimaligen Waschen der Zellen und dem 
Vereinigen der Zellen, die aus einer LRS-Kammer stammen, wurden diese in 40 ml 
Erythrozyten-Lysepuffer aufgenommen und für 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 
einem weiteren Zentrifugationsschritt für 10 min bei 290 xg und Raumtemperatur wurde der 
Überstand verworfen und die Zellen für die Bestimmung der Zellzahl (siehe Abschnitt 4.6.2) 
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in 50 ml HBSS aufgenommen. Nach Zentrifugation für 10 min bei 290 xg und 
Raumtemperatur wurden die Zellen in RPMI 1640-Kulturmedium (siehe Tabelle 4.5) 
aufgenommen, auf eine Zelldichte von 2,0 x 10
6
 Zellen/ml eingestellt und in eine 
Gewebekulturflasche überführt. Durch Kultivierung der Zellen über Nacht bei 37 °C und 5 % 
CO2 adhärieren die in der Zellsuspension enthaltenen Monozyten an der Oberfläche der 
Kulturflache. Am folgenden Tag wurden die in Suspension befindlichen peripheren 
Blutlymphozyten aus der Gewebekulturflasche abgenommen und für funktionelle Analysen 
eingesetzt.          
4.6.7 Calcein-AM-Zytotoxizitätsassay 
Zur Untersuchung der antikörperabhängigen zellvermittelten Zytotoxizität (ADCC) wurde die 
Freisetzung des Fluoreszenzfarbstoff Calcein-AM (Calcein-Acetoxymethylester; Neri et al, 
2001) durch Zelllyse analysiert. Für den Assay wurden die Zielzellen, eine adhärente 
Tumorzelllinie, mittels Trypsin/EDTA von der Zellkulturschale gelöst (siehe Abschnitt 4.6.1) 
und in RPMI 1640-Kulturmedium (siehe Tabelle 4.5) aufgenommen. Nach der Bestimmung 
der Zelldichte (siehe Abschnitt 4.6.2) wurden die Zellen in einem Polypropylen-Röhrchen 
(Corning) für 6 min bei 163 xg (900 rpm) und Raumtemperatur zentrifugiert. Der Überstand 
wurde verworfen und jeweils 1 x 10
6
 Zellen in 1 ml RPMI 1640-Kulturmedium mit 15 µM 
Calcein-AM aufgenommen. Anschließend wurden die Zellen für 30 min bei 37 °C und 5 % 
CO2 mit dem Fluoreszenzfarbstoff inkubiert. Parallel wurden von den zu testenden 
Antikörpern Verdünnungsreihen in RPMI 1640-Kulturmedium in äquimolaren Mengen 
hergestellt. Darüber hinaus wurde die Zellzahl der Effektorzellen für den Assay (periphere 
Blutlymphozyten; siehe Abschnitt 4.6.6) ermittelt (siehe Abschnitt 4.6.2) und ebenfalls eine 
Verdünnungsreihe der Zellen ausgehend von 8 x 10
6 
Zellen/ml vorbereitet. 
Nach der 30 minütigen Inkubation der Zielzellen wurde das Röhrchen mit RPMI 1640-
Kulturmedium aufgefüllt und für 6 min bei 163 xg (900 rpm) und Raumtemperatur 
zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und es folgten zwei weitere Waschschritte, bei 
denen die Zellen jeweils in 12 ml RPMI 1640-Kulturmedium resuspendiert wurden und 
anschließend für 6 min bei 163 xg (900 rpm) und Raumtemperatur zentrifugiert wurden. Vor 
der zweiten Zentrifugation wurden die Zellen nochmals für 20 min bei 37 °C und 5 % CO2 
inkubiert. Nach der Zentrifugation wurde der Überstand verworfen, die Zellen in RPMI 1640-
Kulturmedium aufgenommen und erneut die Zellzahl bestimmt (siehe Abschnitt 4.6.2).  
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Nach Einstellen der Zellzahl auf 1 x 10
5 
Zellen/ml wurden je 50 µl der Zielzellsuspension mit 
10 µl der Antikörperverdünnungen und 50 µl der Effektorzellverdünnungen in eine 
Polystyrol-Mikrotiterplatte mit U-Boden (Greiner) gegeben. Zur Ermittlung des maximalen 
Signals wurden die Zielzellen mit 2 % Triton X 100 in 1 x PBS (v/v) versetzt. Die Platte 
wurde anschließend für 4 h bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Für die Vermessung der Proben 
wurde die Platte nach der Inkubation für 6 min bei 300 xg und Raumtemperatur zentrifugiert 
und 75 µl des Überstands in eine schwarze Mikrotiterplatte mit Flachboden (Greiner) 
überführt. Die Messung der Fluoreszensintensität der Proben wurde am Tecan Ultra bei einer 
Wellenlänge von 485 nm durchgeführt.    
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5 Ergebnisse 
5.1 ScFv-Antikörper für die Generierung unterschiedlicher 
mono- und bispezifischer Formate 
Ausgangspunkt für die Generierung von mono- und bispezifischen humanen Antikörpern 
bildeten scFv-Fragmente aus den Antikörpergenbibliotheken HAL7 und HAL8 (Hust et al, 
2011). Das Antikörperfragment SUW59-A8 wurden im Rahmen der eigenen Masterarbeit 
mittels Phagendisplay und Panning gegen das Tumor-assoziierte Antigen CEA selektiert. Das 
scFv-Fragment SUW119-H2 wurde im Rahmen dieser Arbeit in einem Panning auf gleiche 
Weise gegen CEA selektiert (Daten nicht gezeigt). Die Selektion beinhaltete bei CEA eine 
Negativselektion der Phagenbibliothek gegen CEACAM1, einem weiteren Mitglied aus der 
CEACAM-Familie der Karzinoembryonalen Antigene mit hoher Sequenzhomologie. 
Antikörperfragmente, welche spezifisch an den NK-Zellrezeptor NKG2D binden, wurden 
ebenfalls im Rahmen der Masterarbeit von Sylvia Dietrich aus den genannten Bibliotheken 
selektiert. Für die Selektion von NKG2D-spezifischen Antikörpern wurde eine 
Negativselektion gegen den NK-Zellrezeptor NKG2A durchgeführt. NKG2A gehört wie 
NKG2D zur Familie der C-Typ Lektin-ähnlichen Rezeptoren. Sämtliche Antigene lagen für 
die Selektionen als Fc-Fusionsproteine vor und wurden zuvor sekretorisch in HEK293-6E 
Zellen produziert. Die spezifische Bindung wurde anschließend mittels Antigen-ELISA 
überprüft (Daten nicht gezeigt).  
Die cDNA der Antigene CEA und CEACAM1 wurde von Dr. Zoltán Konthur zur Verfügung 
gestellt und entstammt der hORFeome Kollektion, einer Sammlung humaner offener 
Leseraster (ORF; Rual et al, 2005; Lamesch et al, 2007). In der zugehörigen Datenbank 
(Human ORFeome V5.1) sind die Sequenzen beider Antigene unter den Nummern BC034671 
für CEA und BC014473 für CEACAM1 hinterlegt. Die cDNA der Antigene NKG2D und 
NKG2A wurde von Dr. Thomas Schirrmann bereitgestellt und entsprach der in der NCBI-
Datenbank hinterlegten Sequenzen: Gene ID 22914 für NKG2D und Gene ID 3821 für 




Im Anschluss an die Selektion wurden die Sequenzen der isolierten scFv-Antikörper 
bioinformatisch mit VBASE2 (Retter et al, 2005; Mollova et al, 2007) ausgewertet. Die 
humanen Antikörper-Keimbahnlinien der Gensegmente V(D)J für VH und VL sind in Tabelle 
5.1 zusammenfassend dargestellt. 
Tabelle 5.1 Mittels Phagendisplay selektierte scFv-Antikörper und zugehörige Keimbahnlinien 
Antigen scFv-Klon V VH D VH J VH V VL J VL 
CEA 
SUW59-A8 IGHV1-8*01 IGHD6-13*01 IGHJ5*02 IGLV3-19*01 IGLJ3*01  
SUW119-H2 IGHV3-53*01 IGHD2-8*02 IGHJ4*02 IGLV1-47*02 IGLJ3*02 
NKG2D 
SyD7-H2 IGHV3-7*01  IGHD3-10*02 IGHJ1*01 IGLV2-14*04  IGLJ3*01  
SyD99-B5 IGHV3-30*04 IGHD5-5*01 IGHJ4*02 IGLV3-19*01 IGLJ3*02 
SyD99-B8 IGHV3-30*01 IGHD5-18*01 IGHJ4*02 IGLV3-19*01 IGLJ3*01 
SyD99-C1 IGHV1-69*06 IGHD3-10*02 IGHJ6*02 IGLV1-44*01 IGLJ3*02 
SyD101-E7 IGHV3-48*02 IGHD4-23*01 IGHJ3*02 IGLV3-21*03 IGLJ3*01 
 
5.2 Klonierung und Charakterisierung CEA-spezifischer scFv-
Fc-Antikörper 
Die CEA-spezifischen scFv-Antikörper wurden für die weiteren Analysen in das IgG-
equivalente bivalente scFv-Fc-Format mit humanem IgG1-Fc überführt. Die scFv-Klone 
wurden hierzu mit Hilfe der Restriktionsendonucleasen NcoI und NotI aus dem 
Phagemidvektor pHAL14 (Pelat et al, 2007) in den eukaryotischen Expressionsvektor 
pCSE2.5-hIgG1-Fc-XP (Jäger et al, 2013) kloniert (siehe Abbildung 5.1). 
 
Für die sekretorische Produktion wurden HEK293-6E Zellen transient mit dem 
Expressionsvektor transfiziert und der Produktionsüberstand mittels Protein A-
Affinitätschromatografie gereinigt. Für den Antikörper SUW59-A8 wurden die Klonierung 
und Produktion bereits im Rahmen der eigenen Masterarbeit durchgeführt. 
Die spezifische Antigenbindung der scFv-Fc-Fusionsproteine SUW59-A8-Fc und SUW119-
H2-Fc wurde mittels Titrations-ELISA überprüft. Hierzu wurde das Tumor-assoziierte 
Antigen CEA in zwei Varianten - als Maus-IgG2c-Fc-Fusionsprotein oder mit HIS-Tag - 
verwendet. Als Negativkontrolle wurden BSA und der murine IgG2c-Fc im ELISA eingesetzt. 
Im Titrations-ELISA wurde eine spezifische und auf beiden CEA-Varianten vergleichbare 
Antigenbindung festgestellt. Beide Antikörper wiesen keine unspezifische Bindung an die 
 5 Ergebnisse  
  75 
Kontrollantigene (BSA und Maus-IgG2c-Fc) auf. Der Antikörper SUW59-A8-Fc erreichte 
seine halbmaximale Antigenbindung bei geringeren Konzentrationen als der Antikörper 




























Abbildung 5.1 Klonierungskassetten der Vektoren pHAL14 und pCSE2.5-hIgG1-Fc-XP  
Das Phagemid pHAL14 kann zur Selektion von scFv-Antikörpern mittels Phagendisplay und zur 
periplasmatischen Produktion in E. coli eingesetzt werden. Durch Restriktion mit den Restriktionsendonucleasen 
NcoI und NotI ist eine direkte Klonierung des scFv-Fragments in den eukaryotischen Expressionsvektor 
pCSE2.5-hIgG1-Fc-XP (mit humanem IgG1-Fc) und die sekretorische Produktion von bivalenten scFv-Fc-

































Abbildung 5.2 Titrations-ELISA mit CEA-spezifischen scFv-Fc-Antikörpern  
In jeder Vertiefung einer Mikrotiterplatte wurden 100 ng Antigen (CEA-HIS) immobilisiert. Nach der Titration 
der scFv-Fc-Antikörper erfolgte der Nachweis über einen HRP-konjugierten Ziege α-human IgG (Fc-spezifisch) 
Antikörper und das Substrat TMB. Auf dem Kontrollantigen BSA wurden die Antikörper nur in der höchsten 
Konzentration getestet.  
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5.2.1 Antigenspezifität auf HEK293-6E Zellen 
Um die Spezifität der scFv-Fc-Antikörper und ihre Reaktivität mit den Antigenen auf der 
lebenden Zelle in Gegenwart einer Vielzahl an humanen Proteinen zu testen, wurde die 
Antigenbindung auf HEK293-6E-Zellen untersucht. HEK293-6E-Zellen wurden dafür 
transient mit dem vollständigen Antigen CEA transfiziert. Die Gesamt-cDNA des Antigens 
wurde zuvor in den Vektor pCSE2.5-XP kloniert. Die CEA-transfizierten bzw. untransfizierte 
Zellen wurden 48 h nach der Transfektion geerntet und für Durchflusszytometrie und Western 
Blot mit Immunfärbung verwendet. Bei der Immunfluoreszenzfärbung für die 
Durchflusszytometrie wurden ungereinigte Antikörperproduktionsüberstände verwendet. Der 
Erfolg der scFv-Fc-Produktion wurde zuvor mittels Western Blot mit Immunfärbung (siehe 
Anhang Abbildung 8.1) und Human Capture ELISA (siehe Anhang Abbildung 8.2) überprüft. 
Die Konzentrationsbestimmung im Human Capture ELISA ergab, dass vergleichbare 
Konzentrationen beider Antikörper in der Immunfluoreszenzfärbung eingesetzt wurden. Die 
Immunfärbung des Western Blots wurde mit gereinigten scFv-Fc-Antikörpern durchgeführt.  
 
Die durchflusszytometrische Analyse ergab, dass CEA-transfizierte HEK293-6E-Zellen mit 
beiden CEA-spezifischen scFv-Fc-Antikörpern gefärbt wurden (siehe Abbildung 5.3).  
 
Abbildung 5.3 Analyse der scFv-Fc-Antikörper SUW59-A8-Fc und SUW119-H2-Fc mittels 
Durchflusszytometrie auf HEK293-6E-Zellen 
Für den Versuch wurden untransfizierte und transient mit CEA transfizierte HEK293-6E-Zellen verwendet. 48 h 
nach der Transfektion bzw. untransfiziert wurden je 200.000 Zellen mit Kulturüberstand der sekretorischen 
scFv-Fc-Produktion und einem FITC-konjugierten Ziege α-human Fc (γ-spezifisch) Sekundärantikörper gefärbt. 
Nach Zugabe von PI zur Anfärbung toter Zellen wurden pro Färbung 10.000 Zellen analysiert. 
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Gleichzeitig wurden die untransfizierten Zellen nicht gefärbt. Daher ist davon auszugehen, 
dass zum einen das Antigen CEA von den transfizierten Zellen exprimiert wird und zum 
anderen beide Antikörper spezifisch daran binden. 
 
Um neben der Spezifität auch die Art des gebundenen Epitops - konformationell oder linear - 
zu untersuchen, wurde ein Western Blot mit Immunfärbung der Zelllysate von CEA-
transfizierten und untranszifierten HEK293-6E-Zellen durchgeführt (siehe Abbildung 5.4). 
Die Lysate wurden unter reduzierenden oder nicht reduzierenden Bedingungen vorbehandelt. 
Beide Antikörper banden in einem Bereich, der der molekularen Masse von ca. 180 kDa von 
CEA entspricht, wobei die Unschärfe der Banden auf starke und heterogene Glykosylierung 
des Antigens hinwies. Beim Test auf untransfizierten HEK293-6E-Zellen war keine 
unspezifische Bindung nachweisbar. Da beide Antikörper an das vollständig reduzierte 



















Abbildung 5.4 Western Blot mit Immunfärbung zur Überprüfung der Antigenspezifität und Art des 
gebundenen Epitops 
In einem 10 % igen SDS-PAA-Gel wurde pro Spur das Lysat von 50.000 CEA-transfizierten oder 
untransfizierten HEK293-6E-Zellen aufgetrennt. Die Lysate wurden unter reduzierenden (+) oder nicht 
reduzierenden (-) Bedingungen vorbehandelt. Nach dem Western Blot erfolgte die Immunfärbung mit jeweils 
1 µg/ml gereinigtem scFv-Fc-Antikörper pro Membran (10 µg gesamt), einem AP-konjugiertem Ziege α-human 




5.2.2 CEA-Spezifität der Antikörper auf Tumorzelllinien 
In den bisherigen Versuchen wurde die Antigenspezifität auf dem rekombinant hergestellten 
CEA getestet. Mittels Durchflusszytometrie und Western Blot mit Immunfärbung auf 
verschiedenen Tumorzelllinien wurde nun die Spezifität zum endogen exprimierten CEA 
analysiert. Für die Versuche wurden zwei Tumorzellinien gewählt, für die die endogene CEA-
Expression beschrieben ist. Dabei handelte es sich um die Kolonkarzinom-Zelllinien LOVO  
(Schirrmann & Pecher, 2002) und SW-403 (Leibovitz et al, 1976; Drewinko et al, 1984). 
Neben den CEA-exprimierenden Zelllinien wurden drei Zelllinien verwendet, die kein CEA 
exprimieren: SKOV-3 (Ovarialkarzinom; Buick et al, 1985; Dorvillius et al, 2002), MSTO-
211H (Mesotheliom; Bepler et al, 1987; Yanagihara et al, 2010) und T-47D 
(Mammakarzinom; Majuri et al, 1994). 
 
In der durchflusszytometrischen Analyse konnte die spezifische Bindung des Antikörpers 
SUW59-A8-Fc an das Antigen auf der Oberfläche der CEA-exprimierenden Zelllinien LOVO 
und SW-403 nachgewiesen werden (siehe Abbildung 5.5). Der Anteil an gefärbten Zellen 
unterschied sich mit 39,3 % bei LOVO und 96,4 % bei SW-403 deutlich zwischen beiden 
Zelllinien. Die als CEA-negativ beschriebenen Zelllinien SKOV-3, MSTO-211H und T-47D 
wurden nicht gefärbt. Der Antikörper SUW119-H2-Fc zeigte das gleiche spezifische 
Bindungsmuster, die CEA-Bindung war aber im Vergleich zu SUW59-A8-Fc mit 17,8 % bei 
LOVO-Zellen und 15,9 % bei SW-403-Zellen deutlich schwächer.    
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Abbildung 5.5 Antigenbindung auf verschiedenen Tumorzelllinien 
Je 200.000 Zellen wurden mit 25 µg/ml scFv-Fc-Antikörper und einem FITC-konjugierten Ziege α-human Fc (γ-
spezifisch) Sekundärantikörper gefärbt. Nach Zugabe von PI zur Anfärbung toter Zellen wurden pro Färbung 






Für den Western Blot mit Immunfärbung wurden Lysate der Tumorzellen unter reduzierenden 
und nicht reduzierenden Bedingungen vorbereitet. Zusätzlich zu den in der 
Durchflusszytometrie verwendeten Zelllinien, wurden CEA-negative HeLa-Zellen 
(Cervixkarzinom; Blanco et al, 2002) im Western Blot analysiert. Der Antikörper SUW59-
A8-Fc band ausschließlich an das Antigen im Lysat der beiden CEA-exprimierenden 
Zelllinien LOVO und SW-403, unabhängig davon, ob das Lysat unter reduzierenden oder 
nicht reduzierenden Bedingungen vorbereitet wurde (siehe Abbildung 5.6). Damit bestätigten 
sich die Ergebnisse des Versuchs mit CEA-exprimierenden HEK293-6E-Zellen hinsichtlich 
der Bindung eines linearen Epitops durch den Antikörper. 
SUW59-A8-Fc SUW119-H2-Fc 






















Abbildung 5.6 CEA-Nachweis auf verschiedenen Tumorzelllysaten 
Von sechs verschiedenen Tumorzelllinien wurden Lysate unter reduzierenden (A, + βMe; 95 °C) und nicht 
reduzierenden (B, - βMe; 56 °C) Bedingungen hergestellt. Die Zelllinien LOVO und SW-403 exprimieren das 
Antigen CEA. Je 10 µl der Lysate (entsprechend 100.000 Zellen) wurden anschließend auf ein 10 % iges SDS-
PAA-Gel aufgetragen. Nach SDS-PAGE und Western Blot erfolgte die Immunfärbung mit jeweils 10 µg 
gereinigtem scFv-Fc-Antikörper pro Membran, einem AP-konjugiertem Ziege α-human IgG (Fc-spezifisch) 
Antikörper und dem Substrat NBT/BCIP. 
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Zusätzlich war bei beiden Tumorzelllinien eine Unschärfe der Bande zu beobachten, wie sie 
durch Glykosylierung des Antigens erzeugt werden kann. Die relative molekulare Masse von 
CEA und die Charakteristik der Bande unterschieden sich bei beiden Zelllinien, was auf eine 
unterschiedliche Glykosylierung des Antigens hindeutet.  
Der Antikörper SUW119-H2-Fc zeigte ebenfalls eine spezifische Bindung an CEA im Lysat 
der Zelllinien LOVO und SW-403 und wies keine unspezifische Bindung auf anderen 
Zelllinien auf. Der Nachweis war bei diesem Antikörper allerdings nur sehr schwach im nicht 
reduzierten Lysat möglich. Dieses Ergebnis unterscheidet sich vom Resultat des Western 
Blots auf CEA-transfizierten HEK293-6E-Zellen, bei dem das Antigen auch im reduzierten 
Lysat nachgewiesen werden konnte. Wie SUW59-A8-Fc ermöglichte auch der Antikörper 
SUW119-H2-Fc den Nachweis der unterschiedlich glykosylierten Varianten des Antigens bei 
beiden Zelllinien.  
5.2.3 Affinitätsbestimmung der CEA-spezifischen Antikörper im scFv-Fc- und 
IgG-Format 
Um die Affinität der scFv-Fc-Antikörper zum Antigen CEA zu bestimmen, wurden 
Oberflächenplasmonresonanzmessungen (SPR) durchgeführt. Für die Messungen wurden die 
Antikörper als Ligand verwendet und über ihren Fc-Teil mittels Human Capture Kit auf 
einem CM5-Chip immobilisiert. Das Antigen CEA wurde in der monomeren Varainte mit 
HIS-Tag als Analyt eingesetzt (aus vorherigen Versuchen vorliegend). Neben dem scFv-Fc-
Format wurden die Antikörper auch im IgG-Format (human IgG1) vermessen. Die IgG-
Varianten wurden im Rahmen der Masterarbeit von Sonja Schauer kloniert und produziert 
(siehe Abbildung 5.7).  
 
Die Affinität der Antikörper wurde unter Verwendung des Drifting Baseline Modells ermittelt, 
da das Antigen CEA-HIS (der Analyt) als Monomer verwendet wurde und eine 1:1 Bindung 
zwischen Ligand und Analyt vorlag. Die Affinitätsbestimmung war in diesem 
Versuchsaufbau jedoch nur für den Antikörper SUW59-A8 im scFv-Fc- und IgG-Format 
möglich. Es konnten Gleichgewichtsdissoziationskonstanten von KD = 2,03 x 10
-8
 M im scFv-
Fc-Format und KD = 4,31 x 10
-8
 M im IgG-Format ermittelt werden (siehe Abbildung 5.8 und 
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Tabelle 5.2). Folglich besitzt der Antikörper in beiden Formaten nahezu die gleiche Affinität 






















Abbildung 5.7 Klonierungskassetten der Vektoren pCSEH1c, pCSL3l und pCSL3k 
Die eukaryotischen Expressionsvektoren pCSEH1c, pCSL3l und pCSL3k ermöglichen die Überführung und 
Expression von humanen Immunglobulinen (human IgG1) basierend auf Antikörpern im scFv-Format. Durch 
Restriktion mit den Enzymen BssHII und NheI kann die variable Domäne der schweren Kette (VH) eines scFv-
Antikörpers in den Vektor pCSEH1c kloniert werden. Die Vektoren pCSL3l und pCSL3k dienen zur Klonierung 
und Expression der leichten Kette (Lambda und Kappa) des IgGs. Die Klonierung der variablen Domäne der 
leichten Kette (VL) erfolgt für Lambda über AgeI und HindIII (oder DraIII) und für Kappa über AgeI und BsiWI. 
Für den Antikörper SUW119-H2 konnte in beiden Formaten keine Bindung gemessen werden. 
Daher wurde die Messung mit einem anderen Versuchsaufbau wiederholt. Das Antigen CEA-
HIS wurde als Ligand an einen CM5-Chip gekoppelt und der Antikörper (der scFv-Fc- oder 
IgG-Antikörper) als Analyt verwendet. Da nun ein bivalenter Analyt verwendet wurde, wurde 
für die Auswertung das entsprechende Modell Bivalent Analyte herangezogen (siehe Tabelle 
5.2  und Anhang Abbildung 8.3). In diesem Versuchsaufbau war die Bindung des Antikörpers 
SUW119-H2 im scFv-Fc- und IgG-Format an das Antigen CEA nachweisbar. Eine 
Bestimmung der Gleichgewichtsdissoziationskonstante KD war hingegen nicht möglich, da im 
bivalenten Modell zwei Assoziations- und Dissoziationskonstanten bestimmt werden. Der 
Antikörper SUW59-A8 wurde zur Kontrolle ebenfalls im scFv-Fc- und IgG-Format in diesem 
Versuchsaufbau vermessen. Beide Antikörper wiesen in beiden Formaten ähnliche erste 
Assoziationskonstanten auf. Die erste Dissoziationskonstante lag bei SUW119-H2 in beiden 
Formaten eine Zehnerpotenz über der ersten Dissoziationskonstante der SUW59-A8-
Antikörper, was auf eine schnellere Dissoziation des Antikörpers vom Antigen hinweist. Die 
zweite Assoziations- und Dissoziationskonstante unterschieden sich deutlich zwischen den 
beiden Antikörpern SUW59-A8 und SUW119-H2.   
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Abbildung 5.8 SPR-Messung zur Affinitätsbestimmung von SUW59-A8-Fc und SUW59-A8-IgG 
Für die Analyse wurde ein muriner α human IgG (Fc) Fängerantikörper an einen CM5-Chip gekoppelt. Vom 
jeweiligen Antikörper (Ligand) wurden anschließend 5 µg/ml mit 10 µl/min gecaptured. Die Vermessung des 
Analyts (CEA-HIS) erfolgte in Konzentrationen von 0 - 375 nM für 10 min mit einer Fließgeschwindigkeit von 
25 µl/min. Dargestellt sind die Sensogramme der Messungen. 
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Tabelle 5.2 Zusammenfassung der Ergebnisse der durchgeführten Affinitätsmessungen mittels SPR 
Bei der Analyse A wurden die Antikörper als Ligand eingesetzt und das Antigen CEA-HIS als Analyt über den 
Chip geleitet. Die Auswertung erfolgte mit dem Modell Drifting Baseline, da der Ligand über einen 
Fängerantikörper am Chip gecaptured wurde. Bei Analyse B wurde das Antigen CEA-HIS als Ligand gekoppelt 
und die Antikörper als Analyt verwendet. Zur Auswertung wurde das Modell Bivalent Analyte verwendet. Die 
Tabelle zeigt einen Überblick über die ermittelten Assoziations-und Dissoziationskonstanten (ka und kd) sowie 
die Affinität in Form der Gleichgewichtsdissoziationskonstante KD. Bei Analyse B ist aufgrund des 
Versuchsaufbaus und der Auswertung keine Bestimmung der Gleichgewichtsdissoziationskonstante möglich. 
Für den Antikörper SUW119-H2 konnte nur in diesem Modell eine Antigenbindung nachgewiesen werden.  
Analyse Antikörper ka [1/Ms] kd [1/s] KD [M] χ2 
A 
SUW59-A8-Fc 4,97 x 10
4
 1,01 x 10
-3
 2,03 x 10
-8
 0,67 
SUW59-A8-IgG 3,10 x 10
4
 1,34 x 10
-3
 4,31 x 10
-8
 1,39 
Analyse Antikörper ka1 [1/Ms] kd1 [1/s] ka2 [1/RUs] kd2 [1/s] χ2 
B 
SUW59-A8-Fc 4,58 x 10
4
 1,09 x 10
-3
 2,82 x 10
3
 1,21 x 10
3
 1,15 
SUW59-A8-IgG 8,72 x 10
4
 1,53 x 10
-3
 7,45 x 10
1
 1,53 x 10
2
 1,13 
SUW119-H2-Fc 2,77 x 10
4
 2,12 x 10
-2
 2,90 x 10
-5
 6,10 x 10
-4
 0,24 
SUW119-H2-IgG 5,95 x 10
4
 2,35 x 10
-2
 4,86 x 10
-5
 2,53 x 10
-3
 0,22 
5.2.4 Analyse des Aggregationsverhaltens der Antikörper 
Die Aggregation von Antikörpern kann deren Bindungsverhalten negativ beeinflussen, 
weshalb eine möglichst geringe Tendenz zur Aggregatbildung von Vorteil ist. Insbesondere 
bei scFv-Fc-Antikörpern ist eine Neigung zur Bildung von Aggregaten aufgrund der 
Möglichkeit zur Bildung von intermolekularer Assoziation von VH und VL (analog zur 
Bildung von Diabodies) bekannt. Um das Aggregationsverhalten der Antikörper SUW59-A8 
und SUW119-H2 im scFv-Fc- und IgG-Format beurteilen zu können, wurde eine 
Größenausschlusschromatografie (SEC) durchgeführt. Zunächst wurde mit Proteinen 
bekannter Größe bzw. molekularer Masse eine Regressionsgerade erstellt. Nach der 
Vermessung der Antikörper konnte den erhaltenen Peaks mit Hilfe der Regressionsgerade 
eine Größe und somit auch die vorliegende Form (Monomer, Dimer, Aggregat) zugeordnet 
werden. Durch Berechnung der Flächen unter den Peaks wurde der jeweilige Anteil an 
Monomeren, Dimeren und Aggregaten in den Proben bestimmt (siehe Abbildung 5.9 und 
Anhang Abbildung 8.4).     
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Abbildung 5.9 SEC zur Untersuchung der Aggregationsverhaltens von SUW59-A8 und SUW119-H2 
Je 80 µg der aufgereinigten Antikörper SUW59-A8 und SUW119-H2 wurden als scFv-Fc und IgG mit Hilfe 
einer Superdex 200/10/300 Increase GL Säule chromatografisch aufgetrennt. Anhand der erhaltenen 
Chromatogramme und einer Regressionsgeraden wurden anschließend die Größe der Proteine ermittelt. Durch 
Integration der Flächen unter den Peaks wurde der Anteil an Monomeren, Dimeren und Aggregaten in den 
Proben ermittelt. Diagramm A zeigt eine Zusammenfassung der ermittelten Werte. In Abbildung B ist 
beispielhaft ein Chromatogramm der Messungen dargestellt. Abbildung C zeigt die schematische Darstellung 
eines Monomers im scFv-Fc- und IgG-Format. 
Der Antikörper SUW59-A8 lag in beiden Formaten zu über 80 % als Monomer vor (scFv-Fc: 
86 % und IgG: 84 %). Im scFv-Fc-Format waren darüber hinaus ca. 13 % Dimere und 1% 
Aggregate vorhanden. Im IgG-Format verringerte sich der Anteil an Dimeren (6 %), der 
Anteil an Aggregaten stieg hingegen bis auf 10 %.  
Der Antikörper SUW119-H2 lag im scFv-Fc-Format zu 90 % als Monomer und zu 10 % als 
Dimer vor. Als IgG zeigte dieser Antikörper keinerlei Aggregation und lag zu 100 % in 
monomerer Form vor. 
5.2.5 Bestimmung der Antikörperbindungsbereiche im Antigen CEA 
Als weiterer Schritt in der Charakterisierung der Antikörper wurden die Bereiche der 
Antigenbindung bestimmt. Das Antigen CEA besteht aus sieben Immunglobulin-ähnlichen 
Domänen und ist mittels GPI-Anker mit der Außenseite der Zellmembran verbunden. Um die 
Epitope, die von den Antikörpern SUW59-A8 und SUW119-H2 gebunden werden, genauer 
eingrenzen zu können, wurde das Antigen in drei Bereiche unterteilt und diese für die 
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eukaryotische Expression in den Vektor pCSE2.5-mIgG2c-Fc-XP kloniert (siehe Abbildung 
5.10). Die klonierten Bereiche bestanden jeweils aus drei aneinander grenzenden Domänen, 













Abbildung 5.10 Schematische Darstellung der CEA-Konstrukte zur Bestimmung der 
Antikörperbindungsbereiche 
Das Antigen CEA lag bereits kloniert im Vektor pCSE2.5-mIgG2c-Fc-XP vor. Zusätzlich zu diesem Vektor 
wurden drei weitere CEA-Konstrukte in pCSE2.5-mIgG2c-Fc-XP erstellt. Hierzu wurden jeweils drei 
zusammenhängende Domänen des Antigens (Domänen/Konstrukt: N-A1-B1, B1-A2-B2 und B2-A3-B3) mittels 
PCR amplifiziert und gleichzeitig die Schnittstellen für eine spätere Klonierung über die 
Restriktionsendonukleasen NcoI und NotI eingefügt. Die Sequenz der Konstrukte überlappt jeweils um eine 
Domäne. Die Konstrukte wurden anschließend für die transiente Transfektion von HEK293-6E-Zellen 
verwendet.  
HEK293-6E Zellen wurden transient mit den Konstrukten transfiziert und die Proteine 
sekretorisch produziert. Durch die Verwendung des Vektors pCSE2.5-mIgG2c-Fc-XP wurden 
die Domänen als Fusionsproteine mit murinem IgG2c-Fc exprimiert. Die Reinigung der 
Proteine aus den Kulturüberständen erfolgte anschließend mittels Protein A-
Affinitätschromatografie. 
Die gereinigten Fusionsproteine sowie die Antikörper SUW59-A8 und SUW119-H2 (im 
scFv-Fc-Format) wurden für einen ELISA verwendet (siehe Abbildung 5.11). Beide 
Antikörper banden neben dem zur Kontrolle mitgeführten vollständigen Antigen, das 
Fusionsprotein aus den drei N-terminalen Domänen N, A1 und B1 und dem murinen IgG2c-
Fc. Da keine Bindung an das Fusionsprotein mit den Domänen B1, A2 und A3 nachweisbar 
war, können die Epitope beider Antikörper auf die Domänen N und A1 eingegrenzt werden. 
 
Die Sequenz der ermittelten Domänen von CEA wurde anschließend mit der Sequenz von 
CEACAM1 verglichen (siehe Abbildung 5.11). Beide Antigene weisen sehr starke 
Sequenzhomologien auf. CEACAM1 wurde zur Negativselektion der Phagenbibliothek im 
Panning verwendet, wodurch davon ausgegangen werden kann, dass die selektierten 
Antikörper das Antigen CEA in Bereichen mit nicht homologer Sequenz binden. Eine größere 
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Ansammlung unterschiedlicher Aminosäuren ist im C-terminalen Bereich der A1-Domäne zu 





















1 16310 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150(1)
KLTIESTPFNVAEGKEVLLLVHNLPQHLFGYSWYKGERVDGNRQIIGYVIGTQQATPGPAYSGREIIYPNASLLIQNIIQNDTGFYTLHVIKSDLVNEEATGQFRVYPELPKPSISSNNSKPVEDKDAVAFTCEPETQDATYLWWVNNQSLPVSPRLQLSNGNCEA (1)
QLTTESMPFNVAEGKEVLLLVHNLPQQLFGYSWYKGERVDGNRQIVGYAIGTQQATPGPANSGRETIYPNASLLIQNVTQNDTGFYTLQVIKSDLVNEEATGQFHVYPELPKPSISSNNSNPVEDKDAVAFTCEPETQDTTYLWWINNQSLPVSPRLQLSNGNCEACAM1 (1)
41 20350 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190(41)
GNRQIIGYVI TQQATPGPAYSGREII PNASLLIQNIIQNDT FYTLHVIKSDLVNEEATGQFRVYPE PKPS SSNNSKPVEDKDAVAFTCEPETQDATYLWWVNNQSLPVSPRLQLSNGNRTLTLFNVTRNDSASYKCETQ PV ARR DSVI NVLYGPCEA (41)
GNRQIVGY I TQQATPGPANSGRETI PNASLLIQNVTQNDT FYTLQVIKSDLVNEEATGQFHVYPE PKPSISSNNSNPVEDKDAVAFTCEPETQDTTYLWWINNQSLPVSPRLQLSNGNRTLTLLSVTRNDTGPYECEIQ PV ANR DPVT NVTYGPCEACAM (41)
41 20350 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190(41)
GNRQIIGYVIGTQQATPGPAYSGREIIYPNASLLIQNIIQNDTGFYTLHVIKSDLVNEEATGQFRVYPELPKPSISSNNSKPVEDKDAVAFTCEPETQDATYLWWVNNQSLPVSPRLQLSNGNRTLTLFNVTRNDSASYKCETQNPVSARRSDSVILNVLYGPCEA (41)
GNRQIVGYAIGTQQATPGPANSGRETIYPNASLLIQNVTQNDTGFYTLQVIKSDLVNEEATGQFHVYPELPKPSISSNNSNPVEDKDAVAFTCEPETQDTTYLWWINNQSLPVSPRLQLSNGNRTLTLLSVTRNDTGPYECEIQNPVSANRSDPVTLNVTYGPCEACAM1 (41)
41 20350 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190(41)
GNRQIIGYVIGTQQ TPGPAYSGREIIYPNASLLI NIIQNDTGFYTLHVIKSD V EEATGQFRVYP LPK SISSNNSKPVEDKDAVAFTCEPETQDATYLWWVNNQSLPVSPRLQLSNGNRTLTLFNVTRNDSASYKCETQNPVSARRSDSVILNVLYGPCEA (41)




Abbildung 5.11 Bestimmung der Antikörperbindungsbereiche im Antigen CEA  
A: ELISA; In den Kavitäten einer Mikrotiterplatte wurden jeweils 100 ng Antigen immobilisiert. Als Antigene 
wurden Fusionsproteine aus CEA, CEA N-A1-B1 (bestehend aus den Domänen N, A1 und B1), CEA B1-A2-B2 
(bestehend aus den Domänen B1, A2 und B2) sowie CEA B2-A3-B3 (bestehend aus den Domänen B2, A3, B3) 
und dem murinen IgG2c-Fc verwendet. Als Negativkontrolle wurde nur der murine IgG2c-Fc immobilisiert 
(nicht gezeigt). Anschließend wurden die Antikörper SUW59-A8 und SUW119-H2 als scFv-Fc-Fusionen in die 
Vertiefungen gegeben (je 1µg/ml). Der Nachweis erfolgte über einen HRP-konjugierten Ziege α-human IgG (Fc-
spezifisch) Antikörper und das Substrat TMB. 
B: Alignment der N- und A1-Domänen von CEA und CEACAM1; Unterschiede in beiden Aminosäure-
sequenzen sind in blau dargestellt.   
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5.2.6 Zusammenfassung der Ergebnisse der Charakterisierung CEA-
spezifischer Antikörper 
Tabelle 5.3 zeigt eine Zusammenfassung der Ergebnisse aus der Charakterisierung der CEA-
spezifischen Antikörper SUW59-A8 und SUW119-H2.  
Tabelle 5.3 Übersicht über die Ergebnisse der Charakterisierung CEA-spezifischer Antikörper 
Die Antikörper wurden, wenn nicht anders gekennzeichnet, im scFv-Fc charakterisiert. Einzelne Experimente 
wurden auch im IgG-Format durchgeführt. Titrations-ELISA: - keine Bindung, + Bindung; Western Blot mit 
Immunfärbung: - keine Bindung, + Bindung; Durchflusszytometrie: - keine Bindung, + schwache Bindung, ++ 
mittlere Bindung, +++ starke Bindung; WB: Western Blot mit Immunfärbung, red.: reduzierende Bedingungen, 
n. red.: nicht reduzierende Bedingungen 
 Antikörper (scFv-Fc) 
 SUW59-A8-Fc SUW119-H2-Fc 
Antigen  CEA CEA 
Titrations-ELISA  + + 
HEK293-6E 
transfiziert mit CEA 
Durchflusszytometrie ++ ++ 
WB (red./n. red.) + (red./n. red.) + (red./n. red.) 
HEK293-6E 
nicht transfiziert 
Durchflusszytometrie - - 
WB (red./n. red.) - (red./n. red.) - (red./n. red.) 
Tumorzelllinien 
Durchflusszytometrie 
LOVO ++ + 
SW-403 ++ + 
MCF-7 ++ + 
SKOV-3 - - 
MSTO-211H - - 
T-47D - - 
Tumorzelllinien 
WB (red./n. red.) 
LOVO + (red./n. red) + (n. red) 
SW-403 + (red./n. red) + (n. red) 
SKOV-3 - - 
MSTO-211H - - 
T-47D - - 
HeLa - - 












84 % (IgG) 
90 % 
100 % (IgG) 
Dimere 
13 % 
6 % (IgG) 
10 % 
0 % (IgG) 
Aggregate 
1 % 
10 % (IgG) 
0 % 
0 % (IgG) 
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5.3 Charakterisierung NKG2D-spezifischer Antikörper im 
scFv-Fc-Format 
In dieser Arbeit sollen bispezifische Antikörper generiert werden, die ein Tumor- und ein 
Effektorantigen binden. Bei Effektorantigenen handelt es sich um Rezeptoren auf der 
Oberfläche von Effektorzellen, wie T- oder NK-Zellen. Als Effektorantigen wurde in dieser 
Arbeit der aktivierende NK-Zellrezeptor NKG2D gewählt. Nach der Charakterisierung der 
tumorspezifischen Antikörper, wurden nun die Effektorantigen-spezifischen Antikörper (siehe 
Tabelle 5.1) umfassend analysiert. Die bereits vorhandenen NKG2D-spezifischen Antikörper 
wurden für die Charakterisierung aus dem scFv-Format in das scFv-Fc-Format überführt. 
Klonierung und Produktion erfolgten analog zu den CEA-spezifischen Antikörpern mit Hilfe 
des Vektors pCSE2.5-hIgG1-Fc-XP und der Zelllinie HEK293-6E. 
 
Im ersten Test wurden die scFv-Fc-Antikörper auf ihre Antigenbindung überprüft. Dazu 







































Abbildung 5.12 Titrations-ELISA mit auf NKG2D selektierten scFv-Fc-Antikörpern 
Die Kavitäten einer Mikrotiterplatte wurden jeweils mit 100 ng Antigen (NKG2D-HIS) oder BSA 
(Negativkontrolle) beschichtet. Anschließend wurden die scFv-Fc-Antikörper in der Platte titriert. Der Nachweis 
erfolgte über einen HRP-konjugierten Ziege α-human IgG (Fc-spezifisch) Antikörper und das Substrat TMB.  
Das Antigen wurde im Vorfeld als Fusionsprotein mit murinem IgG2c-Fc oder mit HIS-Tag 
sekretorisch in HEK293-6E-Zellen produziert und affinitätschromatografisch gereinigt. 
(Daten nicht gezeigt). Als Negativkontrollen wurden der murine IgG2c-Fc und BSA im 
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ELISA verwendet. Alle getesteten Antikörper banden an das Antigen NKG2D, wobei auf 
beiden Antigenvarianten vergleichbare Ergebnisse erzielt wurden. Die Antikörper SyD99-B5-
Fc, SyD99-B8-Fc und SyD99-C1-Fc wiesen schon bei geringen Konzentrationen eine 
deutliche Antigenbindung auf. Im Vergleich dazu banden die Antikörper SyD7-H2-Fc und 
SyD101-E7-Fc deutlich schwächer an NKG2D. 
5.3.1 Spezifische Antigenbindung auf HEK293-6E-Zellen 
Im Anschluss an den Titrations-ELISA wurde die Antigenbindung der scFv-Fc-Antikörper 
auf HEK293-6E-Zellen untersucht. Die Zelllinie wurde hierfür untransfiziert verwendet, oder 
mit NKG2D und DAP10 cotransfiziert. Beide Proteine wurden für die Expression in den 
Vektor pCSE2.5-XP kloniert. Das Adapterprotein DAP10 wurde zusätzlich mit einem C-
terminalen FLAG-Tag versehen, um die Expression über einen Tag-spezifischen Antikörper 
überprüfen zu können. 48 h nach der Transfektion wurden die Zellen für eine 
durchflusszytometrische Analyse und einen Western Blot mit Immunfärbung verwendet. 
 
In der durchflusszytometrischen Analyse konnte für vier der fünf getesteten scFv-Fc-
Antikörper (SyD7-H2-Fc, SyD99-B5-Fc, SyD99-B8-Fc und SyD101-E7-Fc) eine Bindung an 
NKG2D/DAP10-FLAG-cotransfizierte Zellen nachgewiesen werden (siehe Abbildung 5.13). 
Keiner der getesteten Antikörper band auf untransfizierten Zellen oder Zellen, die nur mit 
NKG2D oder DAP10-FLAG transfiziert wurden. Mit Hilfe eines FLAG-spezifischen 
Antikörpers konnte die DAP10-Expression bei NKG2D/DAP10-FLAG-cotransfizierten 
Zellen und DAP10-transfizierten Zellen nachgewiesen werden (siehe Abbildung 5.13). 
 
Für die Durchführung des Western Blots wurden von den NKG2D/DAP10-cotransfizierten 
und untransfizierten HEK293-6E-Zellen Zelllysate hergestellt. Durch Verwendung 
reduzierender oder nicht reduzierender Bedingungen bei der Lysatherstellung, sollte damit 
neben der Spezifität der Antikörper auch die Art des Epitops (linear oder konformationell) 
bestimmt werden. Nach dem Western Blot erfolgte die Immunfärbung mit den NKG2D-
spezifischen scFv-Fc-Antikörpern. Bei keinem der fünf Antikörper konnte eine spezifische 
oder unspezifische Bindung nachgewiesen werden (siehe Anhang Abbildung 8.5). Dies deutet 
auf die Bindung konformationeller Epitope, die durch die denaturierende Vorbehandlung der 
Zelllysate nicht erhalten bleiben. 
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Abbildung 5.13 Durchflusszytometrische Analyse auf HEK293-6E-Zellen 
HEK293-6E-Zellen wurden transient mit den Antigenen NKG2D und DAP10-FLAG cotransfiziert. Parallel 
wurden Einzeltransfektionen mit NKG2D oder DAP10-FLAG durchgeführt. 48 h nach den Transfektionen bzw. 
untransfiziert wurden die Zellen für eine durchflusszytometrische Analyse eingesetzt. Je 200.000 Zellen wurden 
mit 5 µg/ml scFv-Fc und einem FITC-konjugierten Ziege α-human Fc (γ-spezifisch) Sekundärantikörper gefärbt. 
Nach Zugabe von PI zur Anfärbung toter Zellen wurden pro Färbung 8.000 Zellen analysiert. Als Referenz 
diente eine Isotypenkontrolle. 
5.3.2 Analyse der Antigenspezifität auf der Zelllinie NK-92 
Die Bindung der scFv-Fc-Antikörper an endogen exprimiertes NKG2D wurde mit Hilfe der 
Zelllinie NK-92 untersucht. Bei NK-92 handelt es sich um eine Zelllinie, die 1992 aus einem 
Non-Hodgkin-Lymphom etabliert wurde (Gong et al, 1994). Phänotypische, genetische und 
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funktionelle Analysen charakterisierten sie als NK-Zelllinie. Das Wachstum der Zellen ist 
IL-2 abhängig. Sie weisen eine hohe zytotoxische Aktivität auf und exprimieren eine Vielzahl 
aktivierender Rezeptoren, u. a. auch NKG2D. Ein weiteres Charakteristikum der Zellen ist 
das Fehlen des Fc-Rezeptors FcγRIIIa (CD16a), wodurch keine ADCC ausgelöst werden 
kann. (Gong et al, 1994; Maki et al, 2001). Diese Eigenschaften ermöglichen die spezifische 
Analyse der NKG2D-Bindung der zu testenden Antikörper, ohne das Risiko der Interferenz 
durch Bindung des vorhandenen Fc-Teils. Die spezifische Antigenbindung wurde mittels 
Durchflusszytometrie und Western Blot mit Immunfärbung untersucht.  
 
Zwei der fünf getesteten scFv-Fc-Antikörper wiesen in der Durchflusszytometrie mit 33,2 % 
(SyD99-B5-Fc) und 83,1 % (SyD99-B8-Fc) gefärbten Zellen eine signifikante Bindung auf 
der Oberfläche der NK-92 Zellen auf (siehe Abbildung 5.14). Bei den Antikörpern SyD7-H2-
Fc, SyD99-C1-Fc und SyD101-E7-Fc wurde nur eine sehr schwache Anfärbung der NK-92 
Zellen bis maximal 5 % der Zellen erreicht. 
 
Abbildung 5.14 Durchflusszytometrie von anti NKG2D scFv-Fc Antikörpern auf NK-92-Zellen 
Für die durchflusszytometrische Analyse wurden je 200.000 Zellen der Zelllinie NK-92 mit 5 µg/ml NKG2D-
spezifischen scFv-Fc-Antikörpern und einem FITC-konjugierten Ziege α-human Fc (γ-spezifisch) 
Sekundärantikörper gefärbt. Nach Zugabe von PI zur Anfärbung toter Zellen wurden pro Färbung 10.000 Zellen 
analysiert. Als Referenz diente eine Isotypenkontrolle. 
Für den Western Blot mit Immunfärbung wurden von den NK-92-Zellen Lysate hergestellt, 
die reduzierend und nicht reduzierend vorbehandelt wurden. Übereinstimmend mit den 
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bisherigen Ergebnissen (siehe Abschnitt 5.3.1) konnte bei beiden Lysaten keine Bindung im 
erwarteten Bereich entsprechend einer relativen molekularen Masse von NKG2D von ca. 
20 kDa durch die Antikörper nachgewiesen werden (siehe Anhang Abbildung 8.6). Vier der 
fünf Antikörper (SyD7-H2-Fc, SyD99-B5-Fc, SyD99-B8-Fc und SyD101-E7-Fc) zeigten 
keine unspezifischen Reaktionen. Der Antikörper SyD99-C1-Fc wies hingegen im 
reduzierend und nicht reduzierend behandelten Lysat eine deutliche Bindung an eine Bande 
bei ca. 75 kDa auf. 
5.3.3 Affinitätsbestimmung von SyD99-B5 und SyD99-B8 
Auf Grundlage der bisherigen Ergebnisse wurden die Antikörper SyD99-B5 und SyD99-B8 
für die weitere Charakterisierung ausgewählt. In den bisherigen Versuchen wiesen diese 
Antikörper durchweg eine spezifische Antigenbindung auf und führten zu den stärksten 
Signalen.  
Im nächsten Schritt wurde die Affinität dieser scFv-Fc-Antikörper mittels SPR ermittelt. Die 
Antikörper wurden über ihren Fc-Teil als Ligand mittels Human Capture Kits auf einem 
CM5-Chip immobilisiert. Anschließend wurde das Antigen NKG2D als HIS-getaggte 
Variante über den Chip geleitet (Analyt; siehe Abbildung 5.15). Da ein monomerer Analyt 
verwendet wurde, lag eine 1:1 Interaktion zwischen Ligand und Analyt vor. Für die 
Auswertung wurde das Modell Drifting Baseline verwendet. Für beide Antikörper konnten im 
scFv-Fc-Format so Gleichgewichtsdissoziationskonstanten von KD = 2,57 x 10
-7
 M (SyD99-
B5-Fc) und KD = 3,98 x 10
-8
 M (SyD99-B8-Fc) ermittelt werden (siehe Tabelle 5.4). Der 










































































Abbildung 5.15 Affinitätsbestimmung von SyD99-B5-Fc und SyD99-B8-Fc 
Zur Bestimmung der Affinität beider Antikörper wurden SPR-Messungen durchgeführt. Ein muriner α human 
IgG (Fc) Fängerantikörper wurde zunächst an einen CM5-Chip gekoppelt. Anschließend wurden 5 µg/ml vom 
jeweiligen Antikörper (Ligand) mit 10 µl/min gecaptured. Der Analyt NKG2D-HIS wurde für 10 min in 
Konzentrationen von 75 - 400 nM und einer Fließgeschwindigkeit von 25 µl/min vermessen. Dargestellt sind die 
Sensogramme der Messungen. 
Tabelle 5.4 Ergebnisse der Affinitätsbestimmung der Antikörper SyD99-B5-Fc und SyD99-B8-Fc 
Bei den durchgeführten SPR-Messungen wurden die Antikörper als Liganden und das Antigen NKG2D-HIS als 
Analyt verwendet. Die Auswertung erfolgte mit dem Modell Drifting Baseline. Die Tabelle zeigt einen 
Überblick über die ermittelten Assoziations-und Dissoziationskonstanten (ka und kd) sowie die Affinität in Form 
der Gleichgewichtsdissoziationskonstante KD. 
Antikörper ka [1/Ms] kd [1/s] KD [M] χ2 
SyD99-B5-Fc 9,27 x 10
4
 2,38 x 10
-2
 2,57 x 10
-7
 0,26 
SyD99-B8-Fc 2,22 x 10
4
 8,85 x 10
-4
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5.3.4 Aggregationsverhalten NKG2D-spezifischer Antikörper im scFv-Fc-
Format 
Das Aggregationsverhalten der Antikörper SyD99-B5-Fc und SyD99-B8-Fc wurde mittels 
SEC untersucht. Anhand einer Regressionsgeraden wurden den erhaltenen Peaks eine Größe 
zugeordnet. Der Anteil an Monomeren, Dimeren und Aggregaten wurde anschließend durch 
Berechnung der Flächen unter den Peaks ermittelt. Beide Antikörper zeigten mit einem 
Monomeranteil von über 95 % (98 % bei SyD99-B5-Fc und 95 % bei SyD99-B8-Fc) eine 
sehr geringe Aggregationstendenz und bilden neben den Monomeren ausschließlich einen 

















































Abbildung 5.16 SEC-Analyse der Antikörper SyD99-B5-Fc und SyD99-B8-Fc 
Von beiden scFv-Fc-Antikörpern wurden je 80 µg auf einer Superdex 200/10/300 Increase GL Säule 
chromatografisch aufgetrennt. Anhand der Peaks in den Chromatogrammen und einer Regressionsgeraden wurde 
die Größe der Proteine bestimmt. Durch Integration der Flächen unter den Peaks wurde der Anteil an 
Monomeren und Dimeren in den Proben ermittelt (A). Abbildung B zeigt beispielhaft ein Chromatogramm einer 
Messung. In Abbildung C ist ein monomerer scFv-Fc-Antikörper schematisch dargestellt.  
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5.3.5 Zusammenfassung der Ergebnisse der Charakterisierung NKG2D-
spezifischer Antikörper 
Tabelle 5.5 zeigt einen Überblick über die Ergebnisse der Charakterisierung der NKG2D-
spezifischen Antikörper. Anhand der Ergebnisse wurden die Antikörper SyD99-B5 und 
SyD99-B8 für die weiteren Versuche ausgewählt. 
Tabelle 5.5 Übersicht über die Ergebnisse der Charakterisierung NKG2D-spezifischer Antikörper 
Die Antikörper wurden im scFv-Fc-Format charakterisiert. Titrations-ELISA: - keine Bindung, + Bindung; 
Western Blot mit Immunfärbung: - keine Bindung, + Bindung; Durchflusszytometrie: - keine Bindung, + 
schwache Bindung, ++ mittlere Bindung, +++ starke Bindung; WB: Western Blot mit Immunfärbung, red.: 
reduzierende Bedingungen, n. red.: nicht reduzierende Bedingungen, n.d.: nicht durchgeführt 
 










E7-Fc Antigen  NKG2D NKG2D NKG2D NKG2D NKG2D 




Durchflusszytometrie + + + - + 
WB (red./n. red.) - - - - - 
HEK293-6E 
nicht transfiziert 
Durchflusszytometrie - - - - - 
WB (red./n. red.) - - - - - 
Tumorzelllinie 
NK-92 
Durchflusszytometrie - ++ ++ - - 










Affinität (SPR)  n.d. 2,57 x 10
-7 
3,98 x 10
-8 n.d. n.d. 
Aggregation 
(SEC) 
Monomere n.d. 98 % 95 % n.d. n.d. 
Dimere n.d. 2 % 5 % n.d. n.d. 
Aggregate n.d. 0 % 0 % n.d. n.d. 
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5.4 Bispezifische Antikörper im scFv-Fc-scFv-Format 
5.4.1 Konstruktion bispezifischer Antikörper im scFv-Fc-scFv-Format 
Nach der Charakterisierung der Antikörper im scFv-Fc-Format sollten diese in ein 
bispezifisches Format überführt werden. Hierzu wurde das scFv-Fc-scFv-Format gewählt. Es 
ermöglicht die direkte Klonierung der scFvs über die bereits vorhandenen Schnittstellen der 
Restriktionsendonukleasen NcoI und NotI in ein bispezifisches Format. Der Fc-Teil zwischen 
den scFv-Antikörpern führt bei der Produktion zur Dimerisierung zweier Ketten, wodurch 
bivalente Proteine gebildet werden. Da die Antikörper nur aus gleichen Ketten aufgebaut 
werden können, wird die Bildung von monospezifischen homodimeren Varianten 
ausgeschlossen. Für die Klonierung wurden die bereits vorhandenen Vektoren pCSE5.2-
hIgG1-Fc-XP, pCSE5.3-hIgG1-Fc-XP und pCSE5.4-hIgG1-Fc-XP verwendet. Die Vektoren 
wurden im Rahmen der Masterarbeit von Sylvia Dietrich erstellt. Die drei Vektoren besitzen 
den gleichen Grundaufbau, unterscheiden sich jedoch im Linker, der zur C-terminalen Fusion 
des scFv-Antikörpers an den Fc-Teil genutzt wird. Der Vektor pCSE5.2-hIgG1-Fc-XP enthält 
einen artifiziellen 8 Aminosäuren langen GS-Linker (Linker 2). Im Vektor pCSE5.3-hIgG1-
Fc-XP wurde ein 18 Aminosäuren langer Linker verwendet, der auf der extrazellulären 
Membran-proximalen Domäne (EMPD) eines IgG-basierten B-Zell-Rezeptores beruht 
(Linker 3). Über das in der Sequenz enthaltene Cystein kann eine Disulfidbrücke im 
bivalenten Antikörper ausgebildet werden. Der Vektor pCSE5.4-hIgG1-Fc-XP enthält eine 13 
Aminosäuren lange Linkersequenz, die von der EMPD-Domäne eines IgM-B-Zell-Rezeptors 
abgeleitet wurde (Linker 4). 
Bei der Klonierung wurde zunächst die DNA für den C-terminal vom Fc-Teil positionierten 
scFv-Antikörper in die drei Vektoren eingesetzt. Die DNA für das scFv-Fragment wurde mit 
Hilfe der Restriktionsendonukleasen NcoI und NotI aus dem Ausgangsvektor geschnitten. Die 
Zielvektoren wurden mit dem Enzym BsmB1 geschnitten. Die so entstandenen Überhänge 
waren zueinander kompatibel, was die direkte Klonierung des scFv-Fragments in die 
Vektoren ermöglichte. Bei der Ligation der Fragmente wurden die Erkennungsmotive der 
Enzyme zerstört, wodurch das scFv-Fragment nicht wieder über diese Schnittstellen entfernt 
werden kann. Dies erlaubte im zweiten Schritt der Klonierung das Einfügen des Gens für das 
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N-terminal gelegene scFv-Fragment über die Restriktionsschnittstellen NcoI und NotI (siehe 
Abbildung 5.17). 
Bei sämtlichen Konstrukten wurden die Gene für die NKG2D-spezifischen scFv-Antikörper 
SyD99-B5 und SyD99-B8 3' vom Fc-Teil kloniert. Der Tumorantigen-spezifischen 
Antikörper SUW59-A8 wurde wie bisher 5' vom Fc-Teil kloniert. Durch diese Festlegung 
wurde zum einen die Anzahl an möglichen Konstrukten reduziert. Zum anderen wurde davon 
ausgegangen, dass - im Hinblick auf die Funktion der Antikörper - eine starke Tumorbindung 



























scFv – NKG2D spezifisch
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Abbildung 5.17 Klonierungsstrategie zur Generierung bispezifischer Antikörper im scFv-Fc-scFv-Format 
Zur Generierung bispezifischer Antikörper im scFv-Fc-scFv-Format wurde im ersten Schritt der C-terminal vom 
Fc-Teil gelegene scFv-Antikörper kloniert 1. . Dafür wurde das scFv-Fragment mit Hilfe der Restriktions-
endonukleasen NcoI und NotI aus dem Ausgangsvektor pCSE2.5-hIgG1-Fc geschnitten. Die Zielvektoren 
pCSE5.2-hIgG1-Fc-XP, pCSE5.3-hIgG1-Fc-XP und pCSE5.4-hIgG1-Fc-XP wurden mit dem Enzym BsmBI 
geschnitten, um NcoI/NotI-kompatible Enden zu erhalten. Bei der anschließenden Ligation von Vektor und scFv-
Antikörper wurden die Erkennungssequenzen der Enzyme beseitigt. Zur Klonierung des N-terminalen scFv-
Fragments wurden die Ausgangs- und Zielvektoren mit NcoI und NotI geschnitten 2. . Die Schnittstellen der 
Enzyme blieben bei der anschließenden Ligation erhalten. Die drei verwendeten Zielvektoren unterscheiden sich 
hinsichtlich des Linkers, der zur Fusion des C-terminalen scFv-Fragments genutzt wurde.    
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5.4.2 Charakterisierung von Fc-scFv-Antikörpern 
Vor der Klonierung der vollständigen bispezifischen Antikörper sollte die Zwischenstufe aus 
Fc-Teil und C-terminalem scFv-Fragment hinsichtlich der Antigenbindung und des 
Aggregationsverhaltens überprüft werden. Dazu wurden die Konstrukte in HEK293-6E-
Zellen sekretorisch produziert und mittels Protein A-Affinitätschromatografie aufgereinigt. 
Der Erfolg von Produktion und Reinigung wurde anschließend mittels SDS-PAGE und 
Coomassiefärbung überprüft (siehe Abbildung 5.18). Danach erfolgten eine 












Abbildung 5.18 SDS-PAGE mit Coomassie-Färbung zur Kontrolle der Produktion und Reinigung von Fc-
scFv-Antikörpern 
Die Antikörper SyD99-B5 und SyD99-B8 wurden je mit drei unterschiedlichen Linkervarianten (L2, L3, L4) als 
Fc-scFv-Antikörper sekretorisch in HEK293-6E-Zellen produziert und anschließend affinitätschromatografisch 
gereinigt. Zur Kontrolle der Produktion und Reinigung wurde je 1µg der Antikörper auf ein 12 % iges SDS-
PAA-Gel aufgetragen. Nach der SDS-PAGE erfolgte zum Nachweis der Proteine eine Coomassie-Färbung der 
Gele. 
Mittels Durchflusszytometrie wurde die spezifische Antigenbindung der Antikörper überprüft. 
Die NK-92-Zellen konnten mit sämtlichen Antikörpern gefärbt werden, jedoch unterschied 
sich die Intensität der Fluoreszenz deutlich zwischen den einzelnen Konstrukten (siehe 




Abbildung 5.19 Durchflusszytometrische Analyse von scFv-Fc- und Fc-scFv-Antikörpern auf NK-92-
Zellen 
Je 200.000 NK-92-Zellen wurden mit 25 µg/ml NKG2D-spezifischen scFv-Fc- und Fc-scFv-Antikörpern gefärbt. 
Der Nachweis erfolgte über einen FITC-konjugierten Ziege α-human Fc (γ-spezifisch) Sekundärantikörper. Nach 
Zugabe von PI zur Anfärbung toter Zellen wurden pro Färbung 10.000 Zellen analysiert. Als Referenz diente 
eine Isotypenkontrolle.   
Sowohl bei SyD99-B5 als auch bei SyD99-B8 führte eine C-terminale Fusion des scFv-
Fragments an den Fc-Teil (Fc-scFv) zu einer geringeren Fluoreszenzintensität, bedingt durch 
eine schwächere NKG2D-Bindung im Vergleich zur N-terminalen Fusion des scFv-
Fragments (scFv-Fc). Zusätzlich war bei SyD99-B5 ein Einfluss des verwendeten Linkers auf 
die Antigenbindung feststellbar. Linker 3 und 4 führten zu einer deutlich schwächeren 
NKG2D-Bindung, verglichen mit Linker 2 im gleichen Konstrukt. 
 
Die SEC diente zur Beurteilung des Aggregationsverhaltens der Fc-scFv-Antikörper (siehe 
Abbildung 5.20 und Anhang Abbildung 8.8). Zur Kontrolle wurden die scFv-Fc-Varianten 
der Antikörper SyD99-B5 und SyD99-B8 ebenfalls vermessen. Die Antikörper lagen fast 
ausschließlich als Monomere vor und zeigten mit einem maximalen Anteil von 5 % Dimeren 
(und 2 % Aggregaten bei Fc-SyD99-B8 L2) nur eine sehr geringe Tendenz zur Bildung von 
Aggregaten. Die C-terminale Positionierung der Antikörper SyD99-B5 und SyD99-B8 führte 
somit zu keiner verstärkten Aggregation.    
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Abbildung 5.20 SEC zur Beurteilung des Aggregationsverhaltens von Fc-scFv-Antikörpern 
Die Antikörper SyD99-B5 und SyD99-B8 wurden als scFv-Fc- und Fc-scFv-Varianten mittels SEC analysiert. 
Dafür wurden je 50-80 µg Antikörper auf einer Superdex 200/10/300 Increase GL Säule chromatografisch 
aufgetrennt. Anhand der Peaks in den Chromatogrammen und einer Regressionsgeraden wurde die Größe der 
Proteine bestimmt. Durch Integration der Flächen unter den Peaks wurde der Anteil an Monomeren, Dimeren 
und größeren Aggregaten in den Proben ermittelt (Abbildung A). Abbildung B zeigt beispielhaft das 
Chromatogramm einer Messung. In Abbildung C sind monomere scFv-Fc- und Fc-scFv-Antikörper schematisch 
dargestellt.  
5.4.3 SEC mit bispezifischen Antikörpern im scFv-Fc-scFv-Format 
Nach der Analyse der Fc-scFv-Antikörper wurde der CEA-spezifische scFv-Antikörper 
SUW59-A8 in die Vektoren pCSE5.2-hIgG1-Fc-XP, pCSE5.3-hIgG1-Fc-XP und pCSE5.4-
hIgG1-Fc-XP kloniert, die bereits die NKG2D-spezifischen Antikörper SyD99-B5 oder 
SyD99-B8 enthielten. Die bispezifischen Antikörper wurden anschließend sekretorisch in 
HEK293-6E-Zellen produziert und mittels Protein A-Affinitätschromatografie gereinigt. Im 
Anschluss erfolgte eine SDS-PAGE mit Coomassie-Färbung zur Kontrolle von Produktion 













Abbildung 5.21 SDS-PAGE mit Coomassiefärbung zur Überprüfung der Produktion und Reinigung von 
scFv-Fc-scFv-Antikörpern 
Je 1 µg der scFv-Fc-scFv-Antikörper (mit unterschiedlichen Linkern L2, L3 und L4) wurde auf ein 10 % iges 
SDS-PAA-Gel aufgetragen und das Gel nach der SDS-PAGE mit Coomassie-Brilliantblau R250 gefärbt.  
Im Anschluss an Produktion und Reinigung wurde das Aggregationsverhalten der scFv-Fc-
scFv-Antikörper in einer SEC überprüft. Die analysierten Proben der bispezifischen 
Antikörper enthielten ausschließlich Mono- und Dimere (siehe Abbildung 5.22 und Anhang 
Abbildung 8.9). Größere Aggregate waren nicht vorhanden. Insgesamt neigten die scFv-Fc-
scFv-Konstrukte sehr stark zur Bildung von Dimeren. ScFv-Fc-scFv-Antikörper, die den 
NKG2D-spezifischen Antikörper SyD99-B5 enthielten, bildeten zu 43-64 % Dimere. Bei 
Konstrukten mit dem NKG2D-spezifischen Antikörper SyD99-B8 waren zwischen 27 und 
35 % Dimere in den Proben enthalten. Die Wahl und Kombination der scFv-Antikörper hatte 
folglich sehr großen Einfluss auf das Aggregationsverhalten der scFv-Fc-scFv-Antikörper. Da 
das bispezifische scFv-Fc-scFv-Format zu einer verstärkten Bildung von Dimeren führte, 
wurde die Antigenbindung nicht weiter untersucht und das Format in dieser Arbeit nicht mehr 
verwendet. 
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Abbildung 5.22 SEC mit bispezifischen Antikörpern im scFv-Fc-scFv-Format 
Je 80 µg der Antikörper wurden auf einer Superdex 200/10/300 Increase GL Säule chromatografisch aufgetrennt. 
Anhand der Peaks in den Chromatogrammen und einer Regressionsgeraden wurde die Größe der Proteine 
bestimmt. Durch Integration der Flächen unter den Peaks wurde der Anteil an Monomeren und Dimeren in den 
Proben ermittelt (Abbildung A). Abbildung B zeigt beispielhaft das Chromatogramm einer Messung. In 









5.5 Mono- und bispezifische Antikörperformate mit ADCC-
optimiertem Fc-Teil 
5.5.1 Klonierung monospezifischer Antikörperformate mit ADCC-optimiertem 
Fc-Teil 
Die CEA-spezifischen Antikörper SUW59-A8 und SUW119-H2 wurden bisher im scFv-Fc 
und IgG-Format eingehend charakterisiert. Für funktionelle Analysen sollten die Antikörper 
zusätzlich zu den bereits vorhandenen Konstrukten als scFv-Fc- und IgG-Varianten mit 
ADCC-optimiertem (ADCC; antikörperabhängige zellvermittelte Zytotoxizität) Fc-Teil 
kloniert und produziert werden. Bei dem verwendeten Fc-Teil handelte es sich um eine 
Variante mit ADCC-optimierter Proteinsequenz (Fc*). Durch Austausch zweier Aminosäuren 
in der CH2-Domäne (S239D und I332E) führt diese Variante zu einer Verstärkung der NK-
Zell-vermittelten ADCC (Lazar et al, 2006). Die DNA der Fc-Variante wurde für diese Arbeit 
von Prof. Dr. Mattias Peipp (UKSH Kiel) zur Verfügung gestellt. 
Bei der Klonierung der Fc*-Varianten wurde zunächst der proteinoptimierte Fc-Teil in die 
Vektoren pCSE2.5-hIgG1-Fc-XP und pCSEH1c kloniert und so die Vektoren pCSE2.7-
hIgG1-Fc-XP und pCSEH3c generiert. Die Vektoren pCSEH1c sowie pCSL3l und pCSL3k 
wurden von Dr. André Frenzel für die Versuche zur Verfügung gestellt (Frenzel, 
unveröffentlichte Daten). Anschließend wurden die CEA-spezifischen scFv-Fragmente mit 
Hilfe der Restrikionsendonukleasen NcoI und NotI in den scFv-Fc*-Expressionsvektor 
pCSE2.7-hIgG1-Fc-XP kloniert. Zur Klonierung in den IgG*-schwere Kette-Vektor 
pCSEH3c wurden die Restriktionsenzyme BssHII und NheI verwendet (siehe Abbildung 
5.23).  
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Abbildung 5.23 Klonierungskassetten der Vektoren pCSE2.7-hIgG1-Fc-XP, pCSEH3c, pCSL3l und 
pCSL3k  
Zur Generierung von CEA-spezifischen Antikörpern im scFv-Fc- und IgG-Format mit ADCC-optimiertem Fc-
Teil wurden die Vektoren pCSE2.7-hIgG1-Fc, pCSEH3c und pCSL3l verwendet. Die Vektoren pCSE2.7-hIgG1-
Fc und pCSEH3c enthalten in der CH2 Aminosäureaustausche (S239D und I332E, symbolisiert durch gelbe 
Sterne), die zu einer Verstärkung des NK-Zell-vermittelten ADCC führen. Durch Restriktion mit den 
Restriktionsendonucleasen NcoI und NotI ist eine direkte Klonierung von scFv-Fragmenten in den 
eukaryotischen Expressionsvektor pCSE2.7-hIgG1-Fc-XP möglich. Die Restriktion mit den Enzymen BssHII 
und NheI ermöglicht die Klonierung der variable Domäne der schweren Kette (VH) eines scFv-Antikörpers in 
den Vektor pCSEH3c. Die Vektoren pCSL3l und pCSL3k dienen zur Klonierung und Expression der leichten 
Kette (Lambda und Kappa) des IgG*-Antikörpers. Die Klonierung der variablen Domäne der leichten Kette (VL) 
erfolgt für Lambda über AgeI und HindIII (oder DraIII) und für Kappa über AgeI und BsiWI. 
Zusätzlich zu den CEA-spezifischen Antikörpern wurde der HER2-spezifische Antikörper 
4D5-8 als Positivkontrolle für die funktionellen Assays in die Vektoren kloniert. Die DNA 
des scFv-Antikörpers 4D5-8 wurde von Prof. Dr. Matthias Peipp (UKSH Kiel) zur Verfügung 
gestellt. Als Negativkontrolle wurde der CD33-spezifische scFv-Antikörper SUW61-IIC11 
verwendet, der im Rahmen der eigenen Masterarbeit selektiert und charakterisiert wurde.  
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5.5.2 Klonierung bispezifischer Antikörper im IgG-scFv-Format mit ADCC-
optimiertem Fc-Teil 
Da das bispezifische scFv-Fc-scFv-Format aufgrund der starken Dimerbildung nicht weiter 
verwendet wurde, wurden als Alternative Antikörper im IgG-scFv-Format generiert. Die 
bispezifischen Antikörper sollten zusätzlich den ADCC-optimierten Fc-Teil enthalten (IgG*-




























Abbildung 5.24 Klonierungsstrategie zur Generierung bispezifischer Antikörper im IgG*-scFv-Format 
Ausgangspunkt für die Klonierung bispezifischer Antikörper im IgG*-scFv-Format (mit ADCC-optimiertem Fc-
Teil) bildeten die Vektoren pCSEH3c, pCSL3l und pCSL3k. Die IgG-leichte Kette-Vektoren pCSL3l und 
pCSL3k wurden unverändert verwendet. Der IgG*-schwere Kette-Vektor pCSEH3c enthielt bereits die VH-
Domänen der CEA-spezifischen Antikörper SUW59-A8 oder SUW119-H2 bzw. der Kontrollen 4D5-8 oder 
SUW61-IIC11. Zur Klonierung des C-terminal gelegenen scFv-Fragments wurde der Vektor mit SapI und XbaI 
geschnitten. Das scFv-Fragment wurde ebenfalls durch Restriktion mit SapI und XbaI aus dem Vektor pCSE5.4-
hIgG1-Fc-XP geschnitten. Durch Verwendung von SapI wurde der Linker zum Fc-Teil (Linker 4) mit aus dem 
Vektor ausgeschnitten. Als scFv-Fragment wurde der NKG2D-spezifische Antikörper SyD99-B8 oder der 
Kontrollantikörper SUW61-IIC11 verwendet. 
Als Ausgangspunkt wurden die bereits klonierten pCSEH3c-Vektoren mit ADCC-optimierten 
Fc-Teil und VH-Domänen der Antikörper SUW59-A8 und SUW119-H2 sowie der Kontrollen 
4D5-8 und SUW61-IIC11 genutzt. 
Die Zielvektoren sowie der Vektor pCSE5.4-hIgG1-Fc-SyD99-B8 wurden mit SapI und XbaI  
geschnitten. Dadurch konnte der NKG2D-spezifische scFv-Antikörper SyD99-B8 mit Linker 
 5 Ergebnisse  
  107 
C-terminal vom Fc-Teil in die Zielvektoren kloniert werden. Als Linker wurde hier nur die 
IgM-EMPD-basierte Variante (Linker 4) verwendet. Der Antikörper SyD99-B8 wurde 
aufgrund der bisherigen Ergebnisse gewählt. Als Negativkontrolle zu SyD99-B8 wurde der 
CD33-spezifische scFv-Antikörper SUW61-IIC11 verwendet. 
5.5.3 Charakterisierung von Antikörpern im scFv-Fc-, IgG- und IgG-scFv-
Format mit ADCC-optimiertem Fc-Teil 
Im Anschluss an die Klonierung erfolgte die Produktion der verschiedenen Antikörperformate 
mit ADCC-optimiertem Fc-Teil in Säugerzellen. Dazu wurden HEK293-6E-Zellen transient 
mit den Vektoren transfiziert und die Antikörper sekretorisch produziert. Die 
Kulturüberstände wurden anschließend zur affinitätschromatografischen Reinigung mittels 
Protein A eingesetzt. Produktion und Reinigung wurden in einer SDS-PAGE mit Coomassie-

































IgG*/ IgG*-scFv leichte Kette
IgG*-scFv schwere Kette
 
Abbildung 5.25 SDS-PAGE mit Coomassiefärbung zur Überprüfung von Produktion und Reinigung von 
scFv-Fc*-, IgG*- und IgG*-scFv-Antikörpern 
Im Anschluss an die Produktion in HEK293-6E-Zellen und die Reinigung der Antikörper wurde je 1 µg (4D5-8-
IgG*-SyD99-B8: 0,1 µg) auf 12 % ige SDS-PAA-Gele aufgetragen und die Gele nach der SDS-PAGE mit 
Coomassie-Brilliantblau R250 gefärbt. Neben dem generellen Erfolg der Produktion und Reinigung wurde bei 
IgG-basierten Konstrukten das Vorhandensein der leichten und schweren Kette überprüft. 
Im Anschluss wurde wie bei den bisherigen Konstrukten die Antigenbindung und das 
Aggregationsverhalten der Antikörper mittels Durchflusszytometrie und SEC untersucht. Für 
die durchflusszytometrische Analyse wurden die Tumorzelllinien LS-174T und NK-92 
verwendet. Bei LS-174T handelt es sich um eine sehr gut charakterisierte CEA-positive 
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Kolonkarzinom-Zelllinie (Tom et al, 1976), für die auch die Expression von HER2 
beschrieben ist (Milenic et al, 2004). Daher sollte diese Zelllinie anschließend in den 
funktionellen Assays verwendet werden. Die Zellinie NK-92 diente wie bisher zur Kontrolle 
der NKG2D-Bindung der Antikörper. 
 
Bei den CEA-spezifischen Antikörpern SUW59-A8, SUW119-H2 und dem HER2-
spezifischen Antikörper 4D5-8 konnte in allen Formaten eine Bindung auf CEA/HER2-
positiven LS-174T-Zellen nachgewiesen werden (siehe Abbildung 5.26). Mit den SUW59-
A8-basierten Konstrukten konnten im Vergleich zu den SUW119-H2-Antikörpern deutlich 
mehr Zellen angefärbt werden. Bei allen getesteten 4D5-8-Konstrukten wurden die Zellen zu 
100 % angefärbt. Der CD33-spezifische Kontrollantikörper SUW61-IIC11 band nur sehr 
schwach an die Zielzellen. 
 
Auf NKG2D-exprimierenden NK-92-Zellen zeigten die CEA-spezifischen Antikörper 
SUW59-A8, SUW119-H2 und der HER2-spezifische Antikörper 4D5-8 in keinem Format 
eine Bindung (siehe Abbildung 5.27). Nur die bispezifischen IgG*-scFv-Antikörper mit dem 
C-terminalen NKG2D-spezifischen scFv-Fragment SyD99-B8 banden auf den Zellen. Bei der 
IgG*-scFv-Kombination aus 4D5-8 und SyD99-B8 war die Färbung jedoch deutlich 
schwächer als bei den anderen IgG*-scFv-Konstrukten (SUW59-A8-IgG*-SyD99-B8 und 
SUW119-H2-IgG*-SyD99-B8). Für den CD33-spezifischen Antikörper SUW61-IIC11 
konnte in keinem Format eine Färbung der Zellen nachgewiesen werden. 
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Abbildung 5.26 Durchflusszytometrische Analyse verschiedener Antikörperformate auf LS-174T-Zellen 
Je 200.000 Zellen wurden mit 25 µg/ml CEA-, HER2- oder CD33-spezifischen Antikörpern in verschiedenen 
Formaten gefärbt. Der Nachweis erfolgte über einen FITC-konjugierten Ziege α-human Fc (γ-spezifisch) 
Sekundärantikörper. Nach Zugabe von PI zur Anfärbung toter Zellen wurden pro Färbung 10.000 Zellen 
analysiert. Als Referenz (Kontrolle) dienten Zellen, die nur mit dem Sekundärantikörper gefärbt wurden. 




Abbildung 5.27 Durchflusszytometrische Analyse verschiedener Antikörperformate auf NK92-Zellen 
Je 200.000 Zellen wurden mit 25 µg/ml CEA-, HER2- oder CD33-spezifischen Antikörpern in verschiedenen 
Formaten gefärbt. Der Nachweis erfolgte über einen FITC-konjugierten Ziege α-human Fc (γ-spezifisch) 
Sekundärantikörper. Nach Zugabe von PI zur Anfärbung toter Zellen wurden pro Färbung 10.000 Zellen 
analysiert. Als Referenz (Kontrolle) dienten Zellen, die nur mit dem Sekundärantikörper gefärbt wurden. 
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Ausgewählte Antikörper wurden im Anschluss an die Durchflusszytometrie in einer SEC 
vermessen. Wie am Beispiel des Antikörpers SUW119-H2 deutlich zu erkennen, führte die 

















































Abbildung 5.28 SEC von SUW119-H2 in verschiedenen Antikörperformaten mit ADCC-optimiertem Fc-
Teil (*) 
Auf einer Superdex 200/10/300 Increase GL Säule wurden je 80 µg der Antikörper chromatografisch aufgetrennt. 
Anhand der Peaks in den Chromatogrammen und einer Regressionsgeraden wurde die Größe der Proteine 
bestimmt. Durch Integration der Flächen unter den Peaks wurde der Anteil an Monomeren, Dimeren und 
Aggregaten in den Proben ermittelt (Abbildung A). Zum Vergleich wurden scFv-Fc- und IgG-Varianten des 
Antikörpers im Diagramm mit dargestellt. Abbildung B zeigt beispielhaft das Chromatogramm einer Messung. 
In Abbildung C sind die Monomere von scFv-Fc*-, IgG*- und IgG*-scFv-Antikörpern schematisch dargestellt. 
Die IgG-Konstrukte neigten weniger zur Aggregation (100 % Monomere), als die scFv-Fc-
Antikörper (89-90 % Monomere). Die bispezifischen Antikörper auf IgG-Basis zeigten 
ebenfalls eine deutlich geringere Tendenz zur Aggregation (93 % Monomere bei SUW119-
H2-IgG*-SyD99-B8), verglichen mit den entsprechenden bispezifischen scFv-Fc-scFv-




5.6 Funktionelle Analyse von Antikörpern in verschiedenen 
Formaten 
Die Funktionalität der Antikörper in verschiedenen Formaten und mit oder ohne ADCC-
optimiertem Fc-Teil wurde in einem Zytotoxizitätstest überprüft. Hierbei sollte der Einfluss 
des verwendeten tumorspezifischen Antikörpers, des Fc-Teils sowie des NKG2D-spezifischen 
Antikörpers auf die Lyse der Zielzellen untersucht werden. Für den Assay wurde eine nicht-
radioaktive Variante mit dem Fluoreszenzfarbstoff Calcein-AM (Calcein-Acetoxymethylester) 
verwendet. Basierend auf den Angaben von Neri und Kollegen (Neri et al, 2001) wurde der 
Assay zunächst etabliert. Dabei wurden folgende Parameter optimiert: die verwendete Anzahl 
an Zielzellen, die Markierung der Zielzellen mit dem Farbstoff Calcein-AM, die Dauer des 
Assays und das verwendete Medium (Daten nicht gezeigt). Im Anschluss an die Etablierung 
wurde der Assay für die Analysen der Antikörper eingesetzt.  
5.6.1 Zytotoxizitätstest (ADCC) der mono- und bispezifischen Antikörper-
konstrukte 
Im ersten ADCC-Assay wurde der Einfluss der verschiedenen Antikörperkonstrukte auf die 
Lyse von Zielzellen durch Effektorzellen untersucht. Als Zielzellen wurden CEA- und HER2-
exprimierende LS-174T-Zellen verwendet. Als Effektorzellen sollten Fc-Rezeptor- und 
NKG2D-exprimierende NK-Zellen eingesetzt werden. Diese sind in Präparationen von 
peripheren Blutlymphozyten enthalten, weshalb diese für den Assay genutzt wurden (siehe 
Abbildung 5.29, Abbildung 5.30 und Anhang Abbildung 8.11). Für den Versuch wurden die 
peripheren Blutlymphozyten von zwei Spendern präpariert. Getestet wurden die Antikörper in 
den Formaten scFv-Fc, scFv-Fc*, IgG* und IgG*-scFv. 
Von den getesteten CEA-spezifischen Konstrukten zeigte nur der Antikörper SUW119-H2 als 
bispezifisches Konstrukt mit ADCC-optimiertem Fc-Teil und dem NKG2D-spezifische scFv-
Fragment SyD99-B8 (IgG*-scFv) eine Erhöhung der Zelllyse von 23 bzw. 32 % über der 
Kontrolle (Lyse durch die Lymphozyten allein). Bei der HER2-spezifischen Positivkontrolle 
4D5-8 war in allen getesteten Formaten eine Lyse von 28 - 56 % über der Kontrolle 
nachweisbar. Die Negativkontrolle SUW61-IIC11 wies in keinem Format eine erhöhte 
Zelllyse auf.    
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Abbildung 5.29 ADCC-Assay mit  mono- und bispezifischen Antikörperkonstrukten 
Für den ADCC-Assay wurden LS-174T-Zellen als Zielzellen mit dem Fluoreszenzfarbstoff Calcein-AM 
markiert. Anschließend wurden die Zielzellen zusammen mit peripheren Blutlymphozyten von Spender 1 und 
45,45 nM des jeweiligen Antikörpers in Mikrotiterplatten inkubiert. Die Lymphozyten wurden in Verhältnissen 































Abbildung 5.30 Zusammenfassung der Ergebnisse des ADCC-Assays mit mono- und bispezifischen 
Antikörperkonstrukten 
Dargestellt sind die Ergebnisse für zwei unabhängige Experimente mit peripheren Blutlymphozyten zweier 
unterschiedlicher Spender. Die Abbildung zeigt die Erhöhung der Zelllyse (in %) im Vergleich zur Kontrolle 
(Lyse durch die Lymphozyten ohne Antikörper) bei einem Effektor- zu Zielzellverhältnis von 80:1 (E:T). Lysen 




Das Ergebnis des ersten Tests wurde durch Titration der Antikörper im ADCC-Assay 
überprüft werden. Getestet wurden nur die Antikörper, die im ersten Assay eine deutlich 
erhöhte Zelllyse im Vergleich zur Kontrolle aufwiesen. Für die Titration wurden erneut LS-
174T-Zellen als Zielzellen und periphere Blutlymphozyten dreier unterschiedlicher Spender 
als Effektorzellen verwendet (siehe Abbildung 5.31 und Anhang Abbildung 8.12). Wie im 
ersten Test wurden mit dem Antikörper 4D5-8 unabhängig vom getesteten mono- und 
bispezifischen Format eine Erhöhung der Lyse von 37 - 43 % über der Kontrolle (nur 
Lymphozyten) erzielt. Der bispezifische Antikörper SUW119-H2-IgG*-SyD99-B8 führte 



























Abbildung 5.31 Titration von Antikörpern im ADCC-Assay 
LS-174T-Zielzellen wurden mit Calcein-AM markiert. Periphere Blutlymphozyten und die markierten Zielzellen 
wurden anschließend im Verhältnis 80:1 (E:T) in Mikrotiterplatten eingesät. Die zu testenden Antikörper wurden 
zuvor in Konzentrationen von 15 pM bis 45 nM in die Vertiefungen gegeben. Sämtliche Proben wurden in 
Triplikaten analysiert. Dargestellt ist der Mittelwert aus drei unabhänigen Experimenten mit PBLs dreier 
unterschiedlicher Spender. Die Abweichung der einzelnen Werte wurde in Form des Standardfehlers des 
Mittelwertes (SEM, Standard error of the mean) ermittelt.  
5.6.2 Einfluss von Fc-Teil und NKG2D-spezifischem Antikörper auf die 
Zelllyse 
Um den Einfluss des ADCC-optimierten Fc-Teils (Fc*) und des NKG2D-spezifischen 
Antikörpers SyD99-B8 auf die Zelllyse genauer analysieren zu können, wurden die Fc-Teile 
in einer Klonierung gegen die nicht-optimierten Fc-Teile ausgetauscht.  
Nach erfolgreicher sekretorischer Produktion in HEK293-6E-Zellen und Protein A-
Affinitätsreinigung (siehe Anhang Abbildung 8.13) wurden die Antikörper im ADCC-Assay 
eingesetzt (siehe Abbildung 5.32). Für den Assay wurden die peripheren Blutlymphozyten 
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zweier unterschiedlicher Spender präpariert. In allen gewählten mono- und bispezifischen 
Formaten mit dem Antikörper 4D5-8 führte der Austausch des Fc-Teils zu einer deutlichen 
Reduktion der Zelllyse z.T. bis auf das Niveau der Hintergrundzelllyse, verglichen mit den 
Konstrukten mit ADCC-optimiertem Fc-Teil. Das Vorhandensein des C-terminalen scFv-
Fragments im bispezifischen IgG-scFv-Format zeigte keinen Einfluss auf den Assay. Beim 
Antikörper SUW119-H2-IgG*-SyD99-B8 führte der Austausch des Fc-Teils ebenfalls zu 
Reduktion der Zellyse bis auf das Niveau der Lymphozyten allein. Ein Einfluss des NKG2D-








































































































Abbildung 5.32 Einfluss von Fc-Teil und NKG2D-spezifischem Antikörper auf die Zelllyse im ADCC-
Assay 
LS-174T-Zellen wurden als Zielzellen mit dem Fluoreszenzfarbstoff Calcein-AM markiert. Anschließend 
wurden periphere Blutlymphozyten zweier Spender (A und B) zusammen mit den Zielzellen in Mikrotiterplatten 
gegeben. Die Lymphozyten wurden in Verhältnissen von 0:1 bis 80:1 (E:T; Effektorzellen : Zielzellen) 
eingesetzt. Zu den Zellen wurden jeweils 45,45 nM der Antikörper gegeben. Sämtliche Ansätze wurden in 
Triplikaten getestet. Die Abweichung der Triplikate wurde in Form des Standardfehlers des Mittelwertes (SEM, 
Standard error of the mean) angegeben.   
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6 Diskussion 
Seit den Anfängen der Entwicklung therapeutischer Antikörper in den 1980er Jahren (Ortho 
Multicenter Transplant Study Group, 1985) haben sich monoklonale Antikörper als wichtige 
und erfolgreiche Option für die Krebstherapie etabliert (Scott et al, 2012). Sie ermöglichen 
die Behandlung sowohl hämatologischer Krebsarten als auch solider Tumore (Scott et al, 
2012). Die Vielzahl an möglichen Zielstrukturen erlaubt diverse Mechanismen, über die ein 
Antikörper therapeutische Effekte hervorrufen kann (Arlotta & Owen, 2019). Neue 
gentechnologische Verfahren zur Generierung humaner monoklonaler Antikörper wie 
transgene Mäuse oder das Phagendisplay (Übersicht bei Lonberg, 2005; Schirrmann et al, 
2011), sowie neue Screening- und Engineering-Technologien bilden die Basis für die 
Entwicklung therapeutischer Antikörper in verschiedensten Formaten mit verbesserten 
Eigenschaften oder verstärkten bzw. neuen therapeutischen Effekten, sowie verringerter 
Immunogenität (Elgundi et al, 2017; Arlotta & Owen, 2019). Ziel dieser Arbeit war es 
humane monoklonale Antikörper gegen das Tumor-assoziierte Antigen CEA und das 
Effektorantigen NKG2D, welche zuvor mittels Phagendisplay und Panning selektiert wurden, 
in verschiedenen mono- und bispezifischen Antikörperformaten zu generieren und 
biochemisch zu charakterisieren. Eine funktionelle Analyse sollte anschließend aufzeigen, ob 
das gewählte Format bzw. der jeweilige Antikörper für eine Weiterentwicklung im 
Zusammenhang mit therapeutischen Zwecken grundlegend geeignet ist.  
 
6.1 Generierung und Charakterisierung von CEA-spezifischen 
monoklonalen Antikörpern im scFv-Fc-Format 
Als Ausgangspunkt für die Generierung monoklonaler Antikörper im scFv-Fc-Format wurden 
scFv-Fragmente aus den Antikörpergenbibliotheken HAL7 und HAL8 verwendet (Hust et al, 
2011). Sämtliche in dieser Arbeit verwendeten scFv-Fragmente aus den Antikörper-
genbibliotheken HAL7 und HAL8 besitzen eine leichte Kette vom Typ Lambda. Die 
präferierte Selektion von Antikörperfragmenten aus der Lambda-Bibliothek HAL7 im 
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Vergleich zur Kappa-Bibliothek HAL8 wurde bereits von Hust und Kollegen beschrieben 
(Hust et al, 2011).  
ScFv-Antikörperfragmente eignen sich sehr gut für in vitro Anwendungen wie die Selektion 
mittels Phagen- oder Ribosomendisplay (Hoogenboom, 2005) und Expression in 
verschiedensten Systemen wie z.B. Bakterien, Säugerzellen oder Hefen (Überblick in Verma 
et al, 1998). Durch Fusion mit einem IgG-Fc-Teil können scFv-Fragmente in ein IgG-
äquivalentes Format überführt werden, welches ähnliche Eigenschaften wie Bivalenz (Jäger et 
al, 2013) sowie Fc-vermittelten Effektorfunktionen (Shu et al, 1993) aufweist und darüber 
hinaus eine höhere Stabilität und längere Plasma-Halbwertszeiten im Vergleich zu 
Antikörperfragmenten besitzt (Jain et al, 2007). Die molekulare Masse von scFv-Fc-Proteinen 
ist mit 105-110 kDa etwas geringer als die vollständige IgGs mit ca. 150 kDa (Kontermann, 
2009), wodurch eine bessere Gewebedurchdringung erreicht wird (Holliger & Hudson, 2005).    
 
Für die Generierung von monoklonalen Tumorantigen-spezifischen Antikörpern im scFv-Fc-
Format wurden in dieser Arbeit scFv-Antikörperfragmente verwendet, die zuvor gegen das 
Tumor-assoziierte Antigen CEA selektiert wurden. Das Antigen CEA eignet sich aufgrund 
seiner begrenzten Expression im gesunden Gewebe und des stark veränderten 
Expressionsmusters in malignen Gewebe gut als Zielmolekül für eine therapeutische 
Anwendung. Darüber hinaus sind die physiologische Funktion und veränderte Funktion im 
Tumorgewebe langjährig erforscht und vielfach beschrieben (Überblick in Hammarström, 
1999; Beauchemin & Arabzadeh, 2013).  
Die gegen CEA selektierten scFv-Antikörperfragmente wurden zunächst aus dem 
Phagemidvektor in einen eukaryotischen Expressionsvektor kloniert. Die Verwendung von 
aufeinander abgestimmten Klonierungskassetten in beiden Vektoren ermöglichte hierbei die 
direkte Überführung des scFv-Fragments in den Expressionsvektor und die Expression des 
Antikörperfragments als Fusionsprotein mit humanem IgG1-Fc-Teil. Im Anschluss an die 
Klonierung wurden HEK293-6E-Zellen transient mit dem Expressionsvektor transfiziert und 
die scFv-Fc-Antikörper sekretorisch produziert. Für den Antikörper SUW59-A8 erfolgten 
diese Schritte bereits im Rahmen der eigenen Masterarbeit. Die Verwendung von HEK293-
6E-Zellen und des Expressionsvektors pCSE2.5-hIgG1-Fc-XP erlaubt, wie bereits von Jäger 
und Kollegen beschrieben, die hoch-effiziente Produktion von scFv-Fc-Fusionsproteinen 
(Jäger et al, 2013). Der Erfolg der Produktion CEA-spezifischer scFv-Fc-Antikörper wurde in 
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dieser Arbeit im Titrations-ELISA überprüft. Der scFv-Fc-Antikörper SUW59-A8-Fc 
erreichte hierbei seine halbmaximale Antigenbindung bei geringeren Konzentrationen als der 
Antikörper SUW119-H2-Fc. Dies weißt auf eine höhere Affinität des Antikörpers zum 
Antigen oder eine höhere apparente/funktionelle Affinität bedingt durch Aviditätseffekte des 
bivalenten scFv-Fc-Formats hin. Zusätzlich können durch die Immobilisierung des Antigens 
auf der Oberfläche der Mikrotiterplatte sterische sowie konformationelle Effekte auftreten, die 
die Zugänglichkeit des Epitops im Antigen verändern und so das Ergebnis des ELISAs 
beeinflussen. Diese Faktoren sowie deren Einfluss auf das Ergebnis eines ELISA-Assays mit 
immobilisiertem Antigen wurden ebenfalls von Vos und Kollegen (Vos et al, 1987) sowie 
Underwood (Underwood, 1993) beschrieben.  
 
Die spezifische Antigenbindung und Reaktivität der scFv-Fc-Antikörper in Gegenwart einer 
Vielzahl an humanen Proteinen wurde mittels Durchflusszytometrie und Western Blot mit 
Immunfärbung überprüft. Für den Nachweis wurden HEK293-6E-Zellen transient mit dem 
vollständigen CEA-Antigen transfiziert. Das Ergebnis der durchflusszytometrischen Analyse 
lässt darauf schließen, dass die transfizierten HEK293-6E-Zellen das Antigen auf der 
Zelloberfläche exprimieren und beide scFv-Fc-Antikörper, SUW59-A8-Fc und SUW119-H2-
Fc, spezifisch daran binden. Der Western Blot mit anschließender Immunfärbung bestätigte 
das Resultat. Zhou und Kollegen exprimierten CEA nach stabiler Transfektion auf der 
Oberfläche von CHO-Zellen (Chinese Hamster Ovary-Zellen) zur Überprüfung der Spezifität 
von anti-CEA-Antikörpern und deren Einfluss auf die CEA-vermittelte Adhäsion (Zhou et al, 
1993). Pavoni et al. nutzten die transiente Transfektion von BOSC23-Zellen (Derivat der 
Zelllinie HEK293-T; Pear et al, 1993) zur Expression verschiedener Mitglieder der 
CEACAM-Familie auf der Zelloberfläche und zum anschließenden Nachweis der 
spezifischen Antigenbindung eines affinitätsgereiften scFv-Fragments (Pavoni et al, 2006).  
 
Im Anschluss erfolgte die Überprüfung der Antigenspezifität beider Antikörper gegenüber 
endogen exprimiertem CEA auf einer Reihe von Tumorzelllinien. Die 
durchflusszytometrische Analyse sowie der Western Blot mit Immunfärbung auf Zelllysaten 
bestätigten die spezifische Bindung beider scFv-Fc-Antikörper an das endogene CEA. Im 
Unterschied zum Test auf rekombinant exprimiertem CEA, konnte für den Antikörper 
SUW119-H2-Fc nur eine schwache Bindung in der durchflusszytometrischen Analyse sowie 
6 Diskussion 
120 
auf dem nicht-reduzierten Lysat der CEA-exprimierenden Tumorzelllinien nachgewiesen 
werden. Ursächlich hierfür können Splice-Varianten des endogenen CEA sein (Peng et al, 
2012; Hatakeyama et al, 2013), wodurch das Epitop ggf. nur in einem Teil des exprimierten 
Antigens vorhanden ist. Für die Tumorzelllinie LOVO konnte die Expression von Splice-
Varianten bereits von Hatakeyama und Kollegen nachgewiesen werden (Hatakeyama et al, 
2013). Des Weiteren sind für das Antigen CEA verschiedene natürliche Varianten durch 
Aminosäureaustausche beschrieben (The UniProt Consortium, 2019).  
Neben der Variabilität der Proteinsequenz sind für CEA Unterschiede in der Glykosylierung 
bei der Expression des Antigens durch Tumorzellen im Vergleich zu normalen Kolonzellen 
beschrieben (Garcia et al, 1991; Saeland et al, 2012). Entsprechend sind auch Unterschiede in 
der Glykosylierung von rekombinant in HEK293-6E-Zellen exprimiertem CEA und 
endogenem CEA von Tumorzelllinien wahrscheinlich, welche die Antigenbindung durch die 
Antikörper SUW59-A8-Fc und SUW119-H2-Fc beeinflussen können.   
Möglich ist auch ein Einfluss der Lokalisation des Antigens auf der Zelloberfläche im 
Zusammenspiel mit Aviditätseffekten. Beim rekombinant exprimierten CEA auf HEK293-
6E-Zellen kann davon ausgegangen werden, dass das Antigen nach der Transfektion in sehr 
hoher Dichte auf der Zelloberfläche exprimiert wird, wodurch der Nachweis mit beiden 
Antikörpern, SUW59-A8-Fc und SUW119-H2-Fc, möglich war. Die Analyse der Bindung an 
endogen exprimiertem CEA auf Tumorzellinien ergab hingegen nur einen schwachen 
Nachweis für den Antikörper SUW119-H2-Fc. Übereinstimmend mit dem Ergebnis des 
Titrations-ELISAs ist daher anzunehmen, dass der Antikörper SUW119-H2-Fc eine geringere 
Affinität zum Antigen besitzt, als der Antikörper SUW59-A8-Fc. Die hohe Dichte des 
rekombinant exprimierten Antigens auf der Zelloberfläche der HEK293-6E-Zellen und die 
dadurch mögliche bivalente Antigenbindung können wie von Plückthun und Pack beschrieben 
durch Aviditätseffekte die Bindungstärke eines Antikörpers deutlich verbessern (Plückthun & 
Pack, 1997). Die Dichte des endogen exprimierten Antigens auf den Tumorzellen ist 
vermutlich hierfür nicht ausreichend. Dennoch konnte eine schwache spezifische Bindung 
detektiert werden, die wahrscheinlich darauf beruht, dass CEA als GPI-verankertes Protein in 
sog. Lipid rafts lokalisiert sein kann (Screaton et al, 2000), wodurch eine räumliche Nähe der 
Moleküle entsteht. Anderson und Kollegen konnten zeigen, dass die Assoziation von Lipid 
rafts zu einer Konzentrierung von MHC-Klasse II-Molekülen führt, wodurch eine effiziente 
Antigenpräsentation bei geringer Ligandendichte gewährleistet wird (Anderson et al, 2000).   
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Nach der Analyse der CEA-Spezifität der scFv-Fc-Antikörper SUW59-A8-Fc und SUW119-
H2-Fc wurde deren Affinität zum Antigen mittels Oberflächenplasmonresonanzmessungen 
bestimmt. Zusätzlich zum bisher analysierten scFv-Fc-Format wurden beide Antikörper auch 
im IgG-Format analysiert. Für den Antikörper SUW59-A8 konnten in beiden Formaten 
vergleichbare Gleichgewichtsdissoziationskonstanten im nanomolaren Bereich 
(KD = 2,03 x 10
-8
 M im scFv-Fc-Format und KD = 4,31 x 10
-8
 M im IgG-Format) ermittelt 
werden. Die Affinität von rekombinanten Antikörpern, welche mittels in vitro Selektion 
isoliert werden, liegt vor Affinitätsreifung typischer Weise im ein- bis zweistelligen 
nanomolaren Bereich (Dübel et al, 2010). 
Für den Antikörper SUW119-H2 konnte in keinem der beiden Formate eine 
Gleichgewichtsdissoziationskonstante bestimmt werden. Ein anderer Versuchsaufbau mit 
bivalentem Analyten ermöglichte den Nachweis der Antigenbindung sowie die Bestimmung 
zweier Assoziations- und Dissoziationskonstanten. Die Auswertung der Messergebnisse zeigt, 
dass die Antigenbindung von SUW119-H2-Fc und SUW119-H2-IgG abhängig von 
Aviditätseffekten ist. Wie von Hornick und Karush beschrieben, führt Multivalenz zu einer 
Steigerung der Bindungsstärke (Hornick & Karush, 1972), wobei in verschiedenen Modellen 
und experimentellen Untersuchungen die Liganden- bzw. Epitopdichte als wichtiger Faktor 
für die Stärke des Effekts angeführt wird (Pack et al, 1995; Müller et al, 1998). Bei hohen 
Epitopdichten kann die bivalente Bindung eines Antikörpers die funktionelle Affinität im 
Vergleich zur monovalenten Interaktion bis zu 1000-fach verstärken (Plückthun & Pack, 
1997). Bei IgM-Antikörpern ist der Aviditätseffekt aufgrund der pentameren Struktur und 
Multivalenz (10 Fab-Arme) noch höher als bei IgG-Molekülen (Hudson, 1999). Das Ergebnis 
der Oberflächenplasmonresonanzmessungen bestätigt somit die bisherigen Annahmen bzgl. 
der Affinität des Antikörpers SUW119-H2-Fc und möglicher Aviditätseffekte bei der 
Antigenbindung.       
 
Die Analyse des Aggregationsverhaltens der Antikörper SUW59-A8 und SUW119-H2 im 
scFv-Fc- und IgG-Format wurde mittels Größenausschlusschromatografie durchgeführt. 
Generell stellt die Aggregation von Antikörper ein Risiko im Hinblick auf eine therapeutische 
Anwendung dar, da sie die Möglichkeit einer unerwünschten Immunreaktion des Patienten 
erhöhen kann (Rosenberg, 2006; Moussa et al, 2016). Aggregate entstehen, wenn Proteine 
einer Form von Stress ausgesetzt sind. Bei der rekombinanten Herstellung von Antikörpern 
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können dies z.B. Hitze, der pH-Wert, hohe Konzentrationen (Lowe et al, 2011) oder 
mechanische Belastung sein (Lahlou et al, 2009). Darüber hinaus wird die Neigung zur 
Aggregation durch die Sequenz und tertiäre Struktur eines Antikörpers bestimmt (Li et al, 
2016) und durch posttranslationale Modifikation beeinflusst (Jenkins et al, 2008). Durch 
partielle Entfaltung eines Antikörpers können die Monomere assoziieren und letztendlich 
Aggregate bilden (Li et al, 2016).  
Die Antikörper SUW59-A8 und SUW119-H2 zeigten sowohl im scFv-Fc- als auch im IgG-
Format insgesamt eine geringe Tendenz zur Aggregation. Der Antikörper SUW119-H2 
bildete lediglich im scFv-Fc-Format zu einem Prozentsatz von 10 % Dimere und keine 
größeren Aggregate. Da der Antikörper im IgG-Format keinerlei Aggregation zeigte und 
beide Formate den natürlich vorkommenden humanen IgG1-Fc enthielten, basiert die 
Aggregation wahrscheinlich auf intermolekularen Interaktionen im scFv-Fragment. Die 
Neigung von scFv-Fragmenten zur Dimerisierung oder Aggregation hängt stark von der 
Sequenz der CDRs, der intrinsischen Stabilität der VH- und VL-Domäne sowie der Stabilität 
des VH-VL-Interface ab. Eine unzureichende Stabilität im VH-VL-Interface kann zur 
transienten Öffnung des Interface und Offenlegung hydrophober Bereiche führen, was die 
Aggregation der Moleküle begünstigt. (Wörn & Plückthun, 2001) Die Dimerisierung von 
scFv-Fragmenten ist ein vielfach beschriebener Prozess, bei dem es zur Interaktion der 
komplementären V-Domänen zweier Moleküle kommt. Basierend auf dieser Interaktion 
können nichtkovalente funktionelle Diabodies (Holliger et al, 1993) gebildet werden, welche 
aus zwei scFv-Fragmenten mit gleicher oder unterschiedlicher Antigenspezifität bestehen und 
somit die bivalente oder bispezifische Antigenbindung ermöglichen. 
Der Antikörper SUW59-A8 zeigte eine etwas stärker ausgeprägte Tendenz zur Aggregation. 
Hier konnten in der Größenausschlusschromatografie sowohl im scFv-Fc-Format als auch im 
IgG-Format Dimere und größere Aggregate nachgewiesen werden. Da die Antikörper 
SUW59-A8 und SUW119-H2 in sämtlichen Formaten den gleichen Fc-Teil enthielten, ist 
davon auszugehen, dass die Neigung zur Aggregation auf intermolekularen Interaktionen des  
scFv-Fragments im scFv-Fc-Format bzw. des Fab-Fragments im IgG beruht. Fab-Fragmente 
können stabiler sein als scFv-Fragmente, aber auch hier kann es z.B. durch die Sequenz der 
CDR-Regionen zu Instabilität und Aggregation kommen (Li et al, 2016). 
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Die Aggregationsneigung eines Antikörpers kann durch verschiedene Maßnahmen verringert 
werden. Häufig verwendet wird die Veränderung der Formulierung des Produkts (Lowe et al, 
2011). Hierbei kann durch die Änderung einer Vielzahl an Parametern, wie z.B. des pH-Wert 
oder der Ionenstärke, sowie der Zugabe von Hilfsstoffen die Stabilität des Antikörpers erhöht 
werden (Manning et al, 1995). Möglich ist auch das Einfügen von Mutationen oder die 
Änderung des Antikörperisotyps (Lowe et al, 2011).    
Im Anschluss an die biochemische Charakterisierung der Antikörper erfolgte die Bestimmung  
der Antikörperbindungsbereiche (Epitope) im Antigen CEA. Der Bindungsbereich konnte für 
beide Antikörper SUW59-A8 und SUW119-H2 auf die N-Domäne und die darauf folgende 
A1-Domäne eingegrenzt werden. Im Western Blot mit Immunfärbung auf rekombinant 
exprimiertem Antigen konnte die Bindung beider Antikörper auf dem unter reduzierenden 
Bedingungen vorbehandelten Zelllysat nachgewiesen werden, was auf die Bindung eines 
linearen Epitops hinweist. Der Sequenzvergleich der N-Domäne und A1-Domäne mit den 
entsprechenden Domänen des stark homologen CEACAM-Familienmitglieds CEACAM1, 
welches für die Negativselektion im Panning benutzt wurde, könnte auf eine Bindung der 
Antikörper im C-terminalen Bereich der A1-Domäne hindeuten. In diesem Bereich befindet 
sich eine größere Anzahl von Aminosäuren, die sich zwischen CEA und CEACAM1 
unterscheiden.  
Hatakeyama und Kollegen konnten zeigen, dass die auch in dieser Arbeit verwendete 
Tumorzelllinie LOVO neben dem vollständigen CEA zwei Splicevarianten exprimiert, von 
denen eine keine A1-Domäne enthält. Des Weiteren wies die Zelllinie LOVO im Vergleich zu 
anderen getesteten Tumorzelllinien eine geringere CEA-Überexpression auf. (Hatakeyama et 
al, 2013) In der durchflusszytometrischen Analyse des Antikörpers SUW59-A8 im scFv-Fc-
Format war der Anteil gefärbter Zellen bei SW-403-Zellen deutlich höher als bei LOVO-
Zellen. Dies könnte auf das Vorliegen der Splicevariante ohne A1-Domäne sowie die 
insgesamt geringere Überexpression des Antigens CEA durch die Zelllinie LOVO 
zurückgeführt werden und ist somit ein weiterer Hinweis auf die mögliche Lokalisation des 
Epitops in der A1-Domäne. Bei SUW119-H2-Fc ist keine eindeutige Bestätigung anhand der 
durchflusszytometrischen Analyse möglich, da mit diesem Antikörper nur ein geringer Anteil 





6.2 Generierung und Charakterisierung von NKG2D -
spezifischen monoklonalen Antikörpern im scFv-Fc-Format 
Nach der Charakterisierung der Tumorantigen-spezifischen Antikörper erfolgte die 
biochemische Analyse von Antikörpern gegen das Effektorzellantigen NKG2D. Alle fünf 
getesteten Antikörper banden im Titrations-ELISA spezifisch an das rekombinant hergestellte 
Effektorantigen NKG2D, wobei die halbmaximale Bindung bei sehr unterschiedlichen 
Konzentrationen erreicht wurde, was auf unterschiedliche Affinitäten der Antikörper oder 
apparente Affinitäten durch Aviditätseffekte hinweist. Die Antikörper SyD99-B5-Fc, SyD99-
B8-Fc und SyD99-C1-Fc erreichten die halbmaximale Bindung schon bei geringen 
Antikörperkonzentrationen.  
 
Nach dem Titrations-ELISA wurde die spezifische Antigenbindung auf HEK293-6E-Zellen 
untersucht, die das rekombinante NKG2D auf der Zelloberfläche exprimieren. NKG2D wird 
zusammen mit dem Adapterprotein DAP10 als hexamerer Komplex auf der Zelloberfläche 
von Effektorzellen exprimiert. Hierzu assembliert der hexamere Komplex aus einem NKG2D-
Dimer und zwei DAP10-Dimeren in der Membran des Endoplasmatischen Retikulums (ER). 
(Garrity et al, 2005) Die Assoziation der NKG2D- und DAP10-Dimere findet über geladene 
Reste in den Transmembrandomänen statt (Wu et al, 1999). Viele aktivierende Rezeptoren 
wie der T-Zell-Rezeptorkomplex besitzen einen ähnlichen modularen Aufbau aus einer 
Liganden-bindenden Einheit und nicht-kovalent assoziierten Signalmodulen (Call & 
Wucherpfennig, 2007). 
Pende und Kollegen sowie Horng et al. konnten zeigen, dass eine Expression von NKG2D 
auf der Oberfläche von transient transfizierten HEK293-T-Zellen nur in Verbindung mit der 
Expression des Adapterproteins DAP10 möglich ist, DAP10 aber auch ohne NKG2D auf der 
Zelloberfläche exprimiert werden kann (Pende et al, 2001; Horng et al, 2007). Entsprechend 
wurden in dieser Arbeit HEK293-6E-Zellen mit NKG2D und DAP10 cotransfiziert oder 
Einzeltransfektionen mit NKG2D oder DAP10 durchgeführt. Übereinstimmend mit den 
Ergebnissen von Pende et al. und Horng et al. erfolgte die Expression von NKG2D nur nach 
Cotransfektion mit dem Adapterprotein DAP10 und konnte spezifisch mit den Antikörpern 
SyD7-H2-Fc, SyD99-B5-Fc, SyD99-B8-Fc und SyD101-E7-Fc nachgewiesen werden. Die 
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Expression des Adapterproteins war auch nach Einzeltransfektion mit DAP10 über das 
fusionierte FLAG-Tag möglich.  
Im Western Blot mit Immunfärbung auf Zelllysaten konnte bei keinem der Antikörper eine 
spezifische oder unspezifische Antigenbindung nachgewiesen werden, sodass davon 
ausgegangen werden kann, dass die Antikörper ein konformationelles Epitop binden, welches 
durch die Vorbehandlung der Zelllysate nicht erhalten bleibt. 
 
Die spezifische Bindung des endogen exprimierten NKG2D wurde mittels 
durchflusszytometrischer Analyse der NK-Zelllinie NK-92 untersucht, für welche die 
Expression von NKG2D beschrieben ist (Maki et al, 2001). Für zwei der getesteten fünf 
Antikörper, SyD99-B5-Fc und SyD99-B8-Fc, konnte eine spezifische Bindung auf der 
Oberfläche von NK-92-Zellen nachgewiesen werden. Im anschließenden Western Blot mit 
Immunfärbung konnte für keinen der Antikörper ein spezifisches Signal detektiert werden. 
Bei den Antikörpern SyD99-B5-Fc und SyD99-B8-Fc kann daher davon ausgegangen werden, 
dass ein konformationelles Epitop gebunden wird. Da die übrigen Antikörper SyD7-H2-Fc, 
SyD99-C1-Fc und SyD101-E7-Fc in der durchflusszytometrischen Analyse nur eine sehr 
schwache Bindung aufwiesen, ist es neben der Erkennung eines konformationellen Epitops 
auch möglich, dass keine Antigenbindung im Western Blot stattfand.   
Der Unterschied in der Bindung der Antikörper auf rekombinantem und endogenem NKG2D 
ist vermutlich auf eine veränderte Konformation oder natürliche Varianten des endogenen 
Antigens, die durch Aminosäureaustausche entstehen, zurückzuführen. Aminosäure-
austausche können Einfluss auf die Struktur eines Proteins haben oder die Sequenz eines 
Epitops verändern. Für NKG2D sind bisher zwei natürliche Varianten mit 
Aminosäureaustauschen am Übergang der transmembranen zur extrazellulären Domäne und 
innerhalb der extrazellulären Domäne beschrieben (The UniProt Consortium, 2019). 
Antigenisoformen, die durch alternatives Splicen entstehen und ebenfalls strukturellen 
Einfluss besitzen oder das Fehlen eines Epitop bedingen, sind für NKG2D nicht bekannt (The 
UniProt Consortium, 2019).  
Darüber hinaus ist ein Einfluss der Glykosylierung des Rezeptors auf die Epitoperkennung 
und -bindung möglich. Die Glykosylierung von Antigenen kann zur Maskierung eines 
Epitops führen oder dessen Bindung begünstigen, indem die Oligosaccharide selbst an der 
Bindung beteiligt sind oder die Exposition sowie sterische Anordnung des Epitops 
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unterstützen (Lisowska, 2002). Ein weiterer Faktor ist, basierend auf den Ergebnissen des 
Titrations-ELISAs, die unterschiedliche Affinität oder apparente Affinität der Antikörper zum 
Antigen. 
 
Aufgrund ihrer spezifischen Bindung sowohl an das rekombinante als auch endogene Antigen 
NKG2D wurden die Antikörper SyD99-B5-Fc und SyD99-B8-Fc für die weiteren Versuche 
verwendet und ihre Affinität zum Antigen mittels Oberflächenplasmonresonanz bestimmt. 
Beide Antikörper wiesen mit Gleichgewichtsdissoziationskonstanten von KD = 2,57 x 10
-7
 M 
(SyD99-B5-Fc) und KD = 3,98 x 10
-8
 M (SyD99-B8-Fc) mittlere Affinitäten zum Antigen 
NKG2D auf. Beide Antikörper zeigen ähnliche Assoziationsraten, wohingegen der Antikörper 
SyD99-B5-Fc deutlich schneller von Antigen dissoziiert als der Antikörper SyD99-B8-Fc.  
Im Hinblick auf eine Verwendung der Antikörper in bispezifischen Antikörpern kann eine 
geringere Affinität zum Effektorantigen von Vorteil sein. Eine geringe Affinität zum 
Effektorantigen CD3 führte bei einem EpCAM/CD3-bispezifischen Antikörper durch die 
bevorzugte Lokalisation im Tumorbereich zur Verbesserung der Aktivierung und 
Zytotoxizität der T-Zellen verglichen mit höher affinen Varianten des Antikörpers (Bortoletto 
et al, 2002). 
 
Im letzten Schritt der biochemischen Charakterisierung der NKG2D-spezifischen Antikörper 
wurde das Aggregationsverhalten von SyD99-B5 und SyD99-B8 im scFv-Fc-Format mittels 
Größenausschlusschromatografie analysiert. Wie die zuvor charakterisierten CEA-
spezifischen Antikörper zeigten auch die beiben NKG2D-spezifischen Antikörper nur eine 
geringe Tendenz zur Aggregation und bildeten maximal zu 5 % Dimere. Sowohl die CEA-
spezifischen Antikörper, als auch die NKG2D-spezifischen Antikörper enthalten den 
humanen IgG1-Fc, weshalb auch im Fall der Effektorantigen-spezifischen Antikörper die 
Dimerbildung auf intermolekularen Interaktionen in den scFv-Fragmenten zurückgeführt 
werden kann.  
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6.3 Konstruktion und Charakterisierung bispezifische Anti-
körper im scFv-Fc-scFv-Format  
Die Verwendung des scFv-Fc-scFv-Formats bietet die Möglichkeit scFv-Fragmente aus 
Antikörpergenbibliotheken direkt in ein tetravalentes bispezifisches Format ohne weitere 
Reformatierung des Antikörpers zu überführen. Mabry und Kollegen konstruierten 
bispezifische Antikörper im scFv-Fc-scFv-Format, welche zwei Zytokine erfolgreich 
neutralisieren (Mabry et al, 2010b) oder die Angiogenese über zwei Signalwege dämpfen 
(Mabry et al, 2010a).  
Das verwendete Vektorsystem erlaubt darüber hinaus die einfache Überführung der 
Antikörperfragmente in das scFv-Fc-scFv-Format in einer zwei-schrittigen Klonierung. Bei 
den Vektoren handelt sich um Varianten des Vektors pCSE2.5-hIgG1-Fc-XP (Jäger et al, 
2013), in welchem die Klonierungskassette im Rahmen der Masterarbeit von Sylvia Dietrich 
für die sekretorische Produktion von scFv-Fc-scFv-Antikörpern in HEK293-6E-Zellen 
angepasst wurde. 
Als Zwischenschritt bei der Konstruktion bispezifischer Antikörper im scFv-Fc-scFv-Format 
wurden zunächst die Effektorantigen-spezifischen scFv-Antikörper SyD99-B5 und SyD99-B8 
3' vom Fc-Teil unter Verwendung dreier unterschiedlicher Linkersequenzen kloniert, um Fc-
scFv-Fusionsproteine zu erhalten. Im Vergleich zum scFv-Fc-Format wiesen alle Fc-scFv-
Konstrukte durch die C-terminale Lokalisation des scFv-Fragments in der 
durchflusszytometrischen Analyse eine verringerte Antigenbindung auf. Pohl und Kollegen 
stellten ebenfalls eine Verringerung der Antigenbindung durch die C-terminale Fusion des 
scFv-Fragments an den Fc-Teil fest und führten dies auf eine verringerte Zugänglichkeit der 
Antigen-bindenden Domäne im Vergleich zum scFv-Fc-Format zurück (Pohl et al, 2012). 
Bei den Fc-scFv-Konstrukten auf Basis des Antikörpers SyD99-B5 ist zudem ein Einfluss des 
Linkers erkennbar. Der Antikörper SyD99-B5 wies bei der vorherigen Affinitätsbestimmung 
im scFv-Fc-Format eine schnelle Dissoziation vom Antigen auf. Vermutlich ermöglicht der 
GS-Linker (Linker 2) aufgrund seiner Flexibilität eine schnellere erneute Antigenbindung des 
dissoziierten Antikörpers als die beiden B-Zell-Rezeptor-basierten Linkervarianten (Linker 3 
und 4). Bei den Fc-scFv-Konstrukten auf Basis des scFv-Fragments SyD99-B8 ist kein 
Einfluss der verwendeten Linkervariante auf die Antigenbindung festzustellen. Fennell et al. 
konstruierten bispezifische Antikörper im scFv-Fc-scFv-Format, welche zwei 
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unterschiedliche immunmodulatorische Antigene binden. Für die Konstrukte wurden 
ebenfalls drei verschiedene Linker (ein GS-Linker, eine AT-Linker und ein Linker mit 
geladenen Aminosäureresten) verwendet, wobei kein Einfluss des Linkers auf die Funktion 
des Antikörpers festgestellt werden konnte. (Fennell et al, 2013)  
Eine generelle Aussage über den Einfluss des Linkers auf die Antigenbindung kann nicht 
getroffen werden, da die Ergebnisse auf eine Abhängigkeit von der Kombination aus 
Antikörper und Linker hinweisen. 
In der Analyse des Aggregationsverhaltens mittels Größenausschlusschromatografie wiesen 
alle Fc-scFv-Konstrukte im Vergleich zu den scFv-Fc-Antikörpern und unabhängig vom Typ 
des verwendeten Linkers keine verstärkte Tendenz zur Aggregation auf. Nach Klonierung des 
N-terminalen Tumorantigen-spezifischen scFv-Fragments in das Konstrukt und der 
Produktion der bispezifischen scFv-Fc-scFv-Antikörper zeigten diese eine deutlich verstärkte 
Tendenz zur Dimerisierung, wohingegen sich aber keine größeren Aggregate bildeten. Dabei 
ist davon auszugehen, dass die Dimere durch intermolekulare Interaktion zweier scFv-
Fragmente gebildet werden. Die Faltung der Antikörperdomänen beginnt bereits co-
translational im ER (Bergman & Kuehl, 1979) und verläuft je nach Domäne über 
verschiedene Zwischenstufen (Überblick in Feige et al, 2010). Daher kommt es 
wahrscheinlich schon während der sekretorischen Produktion zur Zusammenlagerung der 
scFv-Fragmente im ER durch die Zugänglichkeit hydrophober Bereiche oder Instabilität 
teilgefalteter Antikörper.   
Die Aggregationsneigung der scFv-Fragmente kann durch Stabilisierung der Moleküle z.B. 
durch das Einfügen von Mutationen in den CDR- oder Framework-Regionen verringert 
werden (Überblick in Wörn & Plückthun, 2001). Einen weiteren Ansatz bietet die 
Stabilisierung des VH-VL-Interface durch Veränderung der Länge des Peptidlinkers (Arndt et 
al, 1998) oder das Einfügen von Disulfidbrücken (Brinkmann et al, 1993). Darüber hinaus 
kann die Selektion stabiler scFv-Fragmente aus Antikörpergenbibliotheken durch die Wahl 
der Selektionsbedingungen wie z.B. eine erhöhte Temperatur beeinflusst werden (Jung et al, 
1999). Fennell und Kollegen nutzten die Mutagenese der CDR3-Regionen im scFv und die 
anschließende Selektion der Antikörpergenbibliotheken auf thermale Stabilität und Affinität 
zur Optimierung eines scFv-Antikörpers mit unzureichender Stabilität. Die Verwendung des 
stabileren scFv-Fragments ermöglichte die Produktion sehr stabiler und löslicher 
bifunktionaler Antikörper im scFv-Fc-scFv-Format. (Fennell et al, 2013)  
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Alternativ kann ein Wechsel des bispezifischen Formats zu einer Stabilisierung und 
Verringerung der Aggregation führen. Bispezifische Antikörper können in einer Vielzahl 
verschiedener Formate generiert werden (Überblick bei Brinkmann & Kontermann, 2017). 
Auf Basis der vohandenen Antikörperkonstrukte und des verwendeten Klonierungs-
kassettensystems bietet die C-terminale Fusion eines scFv-Fragments an ein IgG einen 
direkten und einfachen Ansatz für die Generierung bispezifischer Antikörper. Bispezifische 
Antikörper im IgG-scFv-Format wurden erstmals 1997 von Coloma und Morrison 
beschrieben, die ein Dansyl-spezifisches scFv-Fragment an die CH3-Domäne eines Anti-
Dextran-Antikörpers fusionierten (Coloma & Morrison, 1997). Da die Optimierung des scFv-
Fc-scFv-Formats nicht im Fokus jener Arbeit lag, wurden die bispezifischen Antikörper in 
diesem Format nicht weiter verwendet und alternativ zum IgG-scFv-Format gewechselt. 
 
6.4 Mono- und bispezifische Antikörperfomate mit ADCC-
optimiertem Fc-Teil  
Neben den vohandenen CEA-spezifischen Antikörpern im scFv-Fc- und IgG-Format wurden  
auf Basis der scFv-Fragmente SUW59-A8 und SUW199-H2 Antikörper im scFv-Fc- und 
IgG-Format mit ADCC-optimiertem Fc-Teil generiert, wobei ein Fc-Teil mit optimierter 
Proteinsequenz verwendet wurde (Lazar et al, 2006). Neben der Optimierung der 
Proteinsequenz kann alternativ auch eine Veränderung der Glykosylierung des Fc-Teils sowie 
die Kombination beider Engineering-Strategien zu einer Verstärkung der ADCC führen 
(Überblick in Kellner et al, 2014).   
Basierend auf den monospezifischen Antikörpern im IgG-Format mit ADCC-optimiertem Fc-
Teil wurden bispezifische Antikörper im IgG-scFv-Format (Morrison-Format; Coloma & 
Morrison, 1997) durch Fusion eines NKG2D-spezifischen scFv-Fragments an die CH3-
Domäne des IgGs erstellt. Um die Anzahl möglicher bispezifischer Konstrukte zu begrenzen, 
wurde hier nur der Antikörper SyD99-B8 verwendet, welcher zuvor eine gute 
Antigenbindung, geringe Tendenz zur Dimerisierung bzw. Aggregation und Unabhängigkeit 
der Antigenbindung vom Linker bei C-terminaler Fusion aufwies. Als Linker wurde nur die 
IgM-EMPD-basierte Variante (Linker 4) verwendet, da es sich um einen natürlich 
vorkommenden Linkersequenz handelt, welcher im Gegensatz zum IgG-EMPD-basierten 
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Linker (Linker 3), im bivalenten Antikörper keine Disulfidbrücke ausbildet und somit 
flexibler ist.  
 
In der Größenausschlusschromatografie wiesen die mono- und bispezifischen Konstrukte mit 
ADCC-optimiertem Fc-Teil insgesamt eine geringe Tendenz zur Aggregation auf. Bei den 
bispezifischen IgG-scFv-Antikörpern war aber wie bei den scFv-Fc-scFv-Konstrukten ein 
Einfluss der Antikörperkombination auf das Aggregationsverhalten feststellbar.       
In der funktionellen Analyse mittels ADCC-Assay mit peripheren Blutlymphozyten zweier 
Spender konnte für das bispezifische IgG-scFv-Konstrukt SUW119-H2-IgG*-SyD99-B8 mit 
ADCC-optimiertem Fc-Teil eine signifikante Erhöhung der Zelllyse der Zielzellen 
nachgewiesen werden. Da eine Erhöhung der Lyserate nur in Gegenwart des NKG2D-
spezifischen Antikörpers SyD99-B8 feststellbar war und der ADCC-optimierte Fc-Teil allein 
nicht zu einer Erhöhung der Zelllyserate führte, kann davon ausgegangen werden, dass der 
NKG2D-spezifische Antikörper SyD99-B8 die Lyserate der Zielzellen positiv beeinflusst. 
Der hoch-affine HER2-spezifische Kontrollantikörper 4D5-8 (KD = 0,1 nM im ELISA-
basierten Assay (Baselga, 2001; Carter et al, 1992) bzw. KD = 0,5 nM mittels SPR-Messung 
(Bostrom et al, 2011)) wies hingegen in allen getesteten mono- und bispezifischen Formaten 
mit ADCC-optimiertem Fc-Teil eine signifikante Lyse der Zielzellen auf. 
 
Spender 2 zeigte bei allen verwendeten Antikörperformaten höhere Lyseraten, als Spender 1, 
was möglicherweise auf einen Polymorphismus im Fcγ-Rezeptor FcγRIIIa (CD16a) 
zurückgeführt werden kann, der signifikanten Einfluss auf die Affinität des Rezeptors zum 
Fc-Teil von Antikörpern besitzt. In der Membran-proximalen IgG-bindenden Domäne des 
Fcγ-Rezeptors FcγRIIIa können an Position 158 die Aminosäuren Valin (V) oder 
Phenylalanin (F) exprimiert sein. NK-Zellen von Spendern, welche homozygot für das Allel 
V158 sind, weisen eine stärkere IgG1- und IgG3-Bindung auf, im Vergleich zu Individuen, 
die homozygot für das Allel F158 sind. Heterozygote Spender zeigen eine mittlere IgG-
Bindung. (Koene et al, 1997) In verschiedenen Studien konnte bereits der Einfluss des Fcγ-
Rezeptor-Polymorphismus auf die klinische Reaktion von Patienten gezeigt werden. Non-
Hodgekin-Lymphom-Patienten sowie Brustkrebspatienten des Allotyps FcγRIIIa-V158 
sprachen besser auf die Behandlung mit dem CD20-spezifischen Antikörper Rituximab bzw. 
dem HER2-spezifischen Antikörper Trastuzumab an, als Patienten des Allotyps 
 6 Diskussion  
  131 
FcγRIIIa-F158 (Weng & Levy, 2003; Musolino et al, 2008).  Um den Einfluss des FcγRIIIa-
F/V-Polymorphismus an Position 158 auf den ADCC-Assay genauer zu untersuchen, kann 
eine Typisierung der Spender z.B. mittels PCR unter Verwendung Allel-spezifischer Primer 
erfolgen (Leppers-van de Straat et al, 2000).         
 
Die Titration der Antikörper im ADCC-Assay zeigte, dass vom IgG-scFv-Konstrukt mit dem 
niedrig-affinen CEA-spezifischen Antikörper SUW119-H2 Konzentrationen von mehr als 
1 nM eingesetzt werden müssen, um eine effektive Erhöhung der Lyserate zu erreichen. Der 
hoch-affine HER2-spezifische Antikörper 4D5-8 wies hingegen schon bei Konzentrationen 
von 0,1 nM eine effektive Lyse auf. Neben der Affinität eines Antikörpers zum Antigen sowie 
strukturellen Eigenschaften des Antigens beeinflusst vermutlich auch die Lage des Epitops in 
Relation zur Zellmembran die Lyserate der Zielzellen. Der Antigenbindungsbereich (Epitop) 
von SUW119-H2 konnte auf einen distal zur Zellmembran gelegenen Bereich im Antigen 
CEA (N-Domäne und A1-Domäne) eingegrenzt werden. Der Antikörper 4D5-8 bindet 
hingegen in einem Membran-proximalen Bereich des Antigens HER2 (Cho et al, 2003). 
Cleary und Kollegen konnten im Zusammenhang mit CD20-, CD52- und CD137-spezifischen 
Antikörpern zeigen, dass eine Änderung der Position des Epitops in Relation zur 
Zellmembran Effektormechanismen beeinflusst. So führte die Membran-proximale Lage 
verstärkt zu ADCC und CDC, während durch eine distale Lage des Epitops ADCP begünstigt 
wurde. (Cleary et al, 2017) 
 
Der Austausch des ADCC-optimierten Fc-Teils gegen den nicht-optimierten Fc-Teil zeigte 
deutlich die Spender-abhängige Verstärkung des zytotoxischen Effekts durch die Optimierung 
im Vergleich zum nicht-optimierten Fc-Teil. Der Unterschied zwischen den Spendern ist 
möglicherweise auf einen Polymorphismus an Position 158 im Fcγ-Rezeptor FcγRIIIa 
(CD16a) zurückzuführen, welcher die Bindungaffinität zwischen dem Fc-Teil eines 
Antikörpers und dem Rezeptor stark beeinflusst. Im bispezifischen IgG-scFv-Konstrukt 
SUW119-H2-IgG*-SyD99-B8 konnte eine effektive Lyse der Zielzellen nur durch den 
ADCC-optimierten Fc-Teil erreicht werden, wohingegen die Lyserate durch den Austausch 
gegen den nicht-optimierten Fc-Teil auf das Hintergrundniveau sank. Da der niedrig-affine 
Antikörper SUW119-H2 in vorherigen Analysen in Verbindung mit dem ADCC-optimierten 
Fc-Teil im scFv-Fc- und IgG-Format zu keiner Erhöhung der Zelllyse führte, ist die Lyse der 
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Zielzellen vermutlich auf einen strukturellen oder funktionellen synergistischen Effekt durch 
die Kombination des ADCC-optimierten Fc-Teils und des NKG2D-spezifischen Antikörpers 
SyD99-B8 zurückzuführen. Diese Synergie führt wahrscheinlich zu einer Verstärkung der 
Zelllyse. Verschiedene Studien konnten zeigen, dass zeitgleiches Targeting des Fcγ-Rezeptors 
und NKG2D-Rezeptors auf NK-Zellen zu einer Verstärkung des zytolytischen Effekts im 
ADCC führt. In diesen Studien wurde der NKG2D-Rezeptor über einen NKG2D-Liganden 
gebunden, welcher auf der Oberfläche von Zielzellen exprimiert wurde (Deguine et al, 2012) 
oder mit einem CD20-spezifischen scFv-Fragment fusioniert eingesetzt (Kellner et al, 2016). 
Das Targeting des Fcγ-Rezeptors erfolgte über einen zweiten Antikörper im IgG-Format 
(Deguine et al, 2012; Kellner et al, 2016). Ein verstärkter zytolytischer Effekt durch das duale 
Targeting der NK-Zellen scheint daher in Verbindung mit einer niedrigeren Affinität zum 
Tumorantigen vorteilhaft für eine effektive Lyse der Zielzellen zu sein.       
Im Bezug auf die Affinität eines Tumor-spezifischen Antikörpers konnten Adams und 
Kollegen in Studien zur Bioverteilung von scFv-Antikörpern in soliden Tumoren im 




 M zu einer besseren 
Verteilung der Antikörper im Tumorgewebe führen verglichen mit höher affinen Varianten 
(Adams et al, 2001). Der EGFR-spezifische Antikörper Nimotuzumab (h-R3) wies in 
klinischen Studien eine gute Effektivität ohne schwerwiegende Nebenwirkungen auf. Auf 
Basis der Daten entwickelten Crombet et al. ein mathematisches Modell zur Erklärung und 
schlussfolgerten, dass Antikörper mit mittlerer Affinität verglichen mit hochaffinen 
Antikörpern stärker in Tumoren (mit hoher EGFR-Expression) akkumulieren als in normalem 
Gewebe. (Crombet et al, 2004) Im Gegensatz zum hochaffinen EGFR-Antikörper Cetuximab 
benötigt Nimotuzumab die bivalente Antigenbindung für eine stabile Interaktion, wodurch der 
Antikörper selektiv an Zellen mit mittlerer und hoher Antigenexpression bindet. Auf 
normalen Zellen mit niedriger EGFR-Expression ist die monovalente Interaktion hingegen 
nur transient, wodurch gesundes Gewebe entscheidend geschont wird (Garrido et al, 2011). 
Wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, benötigt der CEA-spezifische Antikörper 
SUW119-H2 ebenfalls die bivalente Antigenbindung für eine stabile Interaktion, was eine 
präferierte Bindung auf CEA-überexprimierenden Tumorzellen vermuten lässt.  
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6.5 Fazit 
Im Rahmen dieser Arbeit konnten scFv-Fragmente, welche zuvor mittels Phagendisplay und 
Panning aus Antikörpergenbibliotheken selektiert wurden, durch Nutzung eines Kassetten-
basierten Vektorsystems einfach und direkt in verschiedene mono- und bispezifische 
Antikörperformate überführt werden. Es wurden Antikörper im scFv-Fc-, IgG-, scFv-Fc-
scFv- und IgG-scFv-Format z.T. mit ADCC-optimiertem Fc-Teil generiert und erfolgreich in 
Säugerzellen sekretorisch produziert. Anschließend erfolgte die Charakterisierung der 
Antikörper hinsichtlich ihrer Antigenspezifität zum Tumor-assoziierten Antigen CEA und 
zum Effektorantigen NKG2D auf mit Antigen transfizierten Säugerzellen sowie Tumor- und 
NK-Zelllinien. Für den CEA-spezifischen Antikörper SUW119-H2 konnten darüber hinaus 
Bindungs-stabilisierende Aviditätseffekte im bivalenten scFv-Fc-Format nachgewiesen 
werden.  
In der Analyse des Aggregationsverhaltens konnten große Unterschiede in der 
Aggregationstendenz der einzelnen Formate nachgewiesen werden. Zudem zeigte sich ein 
deutlicher Einfluss der scFv-Fragmente im jeweiligen Konstrukt auf die Aggregation. 
Abbildung 6.1 zeigt eine Übersicht der Aggregationsneigung der einzelnen Formate in Form 








Abbildung 6.1 Unterschiedliche Aggregationsneigung der generierten Antikörperformate 
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Antikörper im IgG-Format wiesen nur eine sehr geringe Tendenz zur Aggregation auf, 
während das bispezifische scFv-Fc-scFv-Format die größte Neigung zur Aggregation zeigte. 
 
Mittels ADCC-Assay konnte die Funktionalität verschiedener mono- und bispezifischer 
Konstrukte sowie die Verstärkung des lytischen Effekts durch Verwendung des ADCC-
optimierten Fc-Teils nachgewiesen werden. In Verbindung mit dem niedrig-affinen CEA-
spezifischen Antikörper SUW119-H2 konnte für das bispezifische IgG-scFv-Konstrukt ein 
potentiell verstärkender Effekt durch das duale Targeting von NK-Zellen über Fc-Teil und 
NKG2D-spezifischem Antikörper ermittelt werden.  
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6.6 Ausblick 
Im Anschluss an die initiale funktionelle Charakterisierung des Antikörpers SUW119-H2-
IgG*-SyD99-B8 sollte eine umfangreichere Analyse der funktionellen Eigenschaften des 
bispezifischen Antikörpers erfolgen. Hierzu müssen weitere ADCC-Analysen mit peripheren 
Blutlymphozyten sowie gereinigten NK-Zellen verschiedener Spender mit paralleler 
Typisierung hinsichtlich des FcγRIIIa-F/V-Polymorphismus an Position 158 erfolgen, um den 
Einfluss des Polymorphismus auf die Effektivität des Antikörpers zu bestimmen. Zur 
genaueren Untersuchung des potentiell strukturellen oder funktionellen synergistischen 
Effekts zwischen dem NKG2D-spezifischen Antikörper und dem Fc-Teil sollten Analysen 
mit Antikörpern unterschiedlicher Spezifität und Affinität erfolgen, sowie die Nutzung von 
NK-92-Zellen als Effektorzellen. Durch Verwendung verschiedener Targetzelllinien mit 
unterschiedlichem CEA-Expressionslevel sollte die Abhängigkeit der Bindung und 
Effektivität der Zelllyse von der CEA-Expression untersucht werden. Des Weiteren könnte 
der Einfluss von löslichem CEA auf die Zelllyse im ADCC-Assay durch Kompetition 
untersucht werden. Die Charakterisierung der Antikörper sollte zudem ein genaues 
Epitopmapping beinhalten.  
In weiteren Analysen könnte ein möglicher Effekt der CEA-spezifischen Antikörper auf 
homo- und heterophile CEA-Interaktionen untersucht werden oder funktionelle Analysen im 
Maus-Xenograft-Modell durchgeführt werden. 
Parallel zur eingehenden Charaktierisierung des Antikörpers SUW119-H2-IgG*-SyD99-B8 
könnte eine Reifung der initial selektierten CEA- und NKG2D-spezifischen scFv-Fragmente 
hinsichtlich ihrer Stabilität und/oder Affinität erfolgen, um eine Verringerung der 
Aggregationsneigung der Antikörper zu erreichen. Anschließend könnten die Antikörper 
erneut im scFv-Fc-scFv-Format untersucht werden und ein Vergleich mit dem IgG-scFv-
Format erfolgen.   
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8 Anhang 
8.1 scFv-Fc-Produktionskontrolle mittels Western Blot mit 









Abbildung 8.1 Überprüfung der sekretorischen scFv-Fc-Produktion in HEK293-6E Zellen mittels 
Western Blot mit Immunfärbung 
Jeweils 6,25 µl Produktionsüberstand wurden in einer 12 % igen SDS-PAGE aufgetrennt und anschließend 
geblottet. Der Nachweis erfolgte mit einem AP-konjugiertem Ziege α-human IgG (Fc-spezifisch) Antikörper und 
dem Substrat NBT/BCIP.  






























Abbildung 8.2 Ermittlung der linearen Regression des Standards im Human Capture ELISA 
Jede Kavität einer Mikrotiterplatte wurde mit einem polyvalenten Ziege α-human IgG (Fc-spezifisch) 
Antikörpergemisch als Fängerantikörper beschichtet. Anschließend wurden 100 µl der Überstände aus der 
Produktion der scFv-Fc-Antikörper in HEK293-6E und des Standards in verschiedenen Verdünnungen in die 
Vertiefungen gegeben. Der Nachweis erfolgte mit einem HRP-konjugierten Ziege α-human IgG (Fc-spezifisch) 
Antikörper und dem Substrat TMB. Anhand der bekannten Konzentration des Standards wurde die Gleichung 
für die lineare Regression bestimmt und damit die Konzentration der scFv-Fc-Antikörper ermittelt. Für SUW59-


























































































































































Abbildung 8.3 SPR-Messungen von SUW59-A8 und SUW119-H2 
Für die Messungen wurde das Antigen CEA-HIS als Ligand mit 2 µg/ml an einen CM5-Chip gekoppelt. Die 
Antikörper SUW59-A8 und SUW119-H2 wurden als bivalenter Analyt im scFv-Fc- und IgG-Format verwendet. 
Die Messungen erfolgten mit Antikörperkonzentrationen von 0-400 nM. Dargestellt sind die Sensogramme der 
Messungen.  
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Abbildung 8.4 SEC-Analysen von SUW59-A8 und SUW119-H2 
Die Antikörper SUW59-A8 und SUW119-H2 wurden im scFv-Fc- und IgG-Format mittels SEC analysiert. Dazu 
wurden 80 µg der aufgereinigten Antikörper auf einer Superdex 200/10/300 Increase GL Säule 

































































Abbildung 8.5 Western Blot mit Immunfärbung mit NKG2D-spezifischen Antikörpern im scFv-Fc-
Format 
HEK293-6E-Zellen wurden mit NKG2D und FLAG-DAP10 cotransfiziert. 48 h nach der Transfektion bzw. 
untransfiziert wurden die Zellen geerntet und Zelllysate unter reduzierenden (+) und nicht reduzierenden (-) 
Bedingungen hergestellt. Die Lysate wurden anschließend in einer SDS-PAGE aufgetrennt. Hierzu wurden 
15 %ige SDS-PAA-Gele verwendet und pro Spur das Lysat von 50.000 Zellen aufgetragen. Nach dem Western 
Blot der Proteine erfolgte die Immunfärbung mit 1 µg/ml (10 µg gesamt) scFv-Fc-Antikörper. Der Nachweis 
erfolgte über einen AP-konjugierten Ziege α-human IgG (Fc-spezifisch) Antikörper und das Substrat NBT/BCIP.  
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8.5 Western Blot mit Immunfärbung mit NK-92-Zellen 


















Abbildung 8.6 Western Blot und Immunfärbung mit NK-92-Zellen und NKG2D-spezifischen Antikörpern 
Von der NK-Zelllinie NK-92 wurden Lysate unter reduzierenden (+ βMe; 95 °C) und nicht reduzierenden (-βMe; 
56 °C) Bedingungen hergestellt. Je 10 µl der Lysate (entsprechend 100.000 Zellen) wurden anschließend auf 
15 % ige SDS-PAA-Gele aufgetragen. Nach SDS-PAGE und Western Blot wurden die Membranen in Streifen 
geschnitten und es erfolgte die Immunfärbung. Hierzu wurden jeweils 1 µg NKG2D-spezifischer scFv-Fc-
Antikörper pro Streifen und ein AP-konjugierter Ziege α-human IgG (Fc-spezifisch) Antikörper sowie das 
Substrat NBT/BCIP verwendet. NKG2D besitzt eine molekulare Masse von ca. 20 kDa. 
 














































Abbildung 8.7 SEC-Analysen der NKG2D-spezifischen Antikörper SyD99-B5 und SyD99-B8 im scFv-Fc-
Format 
je 80 µg der Antikörper SyD99-B5-Fc und SyD99-B8-Fc wurden auf einer Superdex 200/10/300 Increase GL 

























































































































































































Abbildung 8.8 SEC-Analysen der NKG2D-spezifischen Antikörper SyD99-B5 und SyD99-B8 im scFv-Fc-
und Fc-scFv-Format 
Je 50-80 µg der Antikörper im scFv-Fc- und Fc-scFv-Format wurden auf einer Superdex 200/10/300 Increase 
GL Säule größenchromatografisch aufgetrennt. Abbildung A zeigt die Chromatogramme der SyD99-B5-
basierten Konstrukte. In Abbildung B sind die Chromatogramme der SyD99-B8-basierten Antikörper dargestellt. 
Bei L2, L3 und L4 handelt es sich um unterschiedliche Linkervarianten, die zur Fusion des C-terminalen scFv-
Fragments verwendet wurden.  
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Abbildung 8.9 SEC-Messungen mit bispezifischen Antikörpern im scFv-Fc-scFv-Format 
Von bispezifischen Antikörpern im scFv-Fc-scFv-Format wurden je 80 µg auf einer Superdex 200/10/300 
Increase GL Säule größenchromatografisch aufgetrennt. Abbildung A zeigt die Chromatogramme der 
Konstrukte mit dem CEA-spezifischen Antikörper SUW59-A8 und dem NKG2D-spezifischen Antikörper 
SyD99-B5. In Abbildung B sind die Chromatogramme der Antikörper mit SUW59-A8 und dem NKG2D-
spezifischen Antikörper SyD99-B8 dargestellt. Bei L2, L3 und L4 handelt es sich um unterschiedliche 
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Abbildung 8.10 SEC-Messungen von Antikörpern mit ADCC-optimiertem Fc-Teil (*) 
Von ausgewählten Antikörpern wurden jeweils 30-80 µg Probe auf einer Superdex 200/10/300 Increase GL 
Säule größenchromatografisch aufgetrennt. Abbildung A zeigt die Chromatogramme der Antikörper im scFv-
Fc*- und IgG*-Format. In Abbildung B sind die Chromatogramme der bispezifischen Antikörper im IgG*-scFv-
Format dargestellt. 
 
 8 Anhang  
  179 
 
















































































































Abbildung 8.11 ADCC-Assay zum funktionellen Screening von Antikörpern 
Für den Assay wurden LS-174T-Zellen als Zielzellen mit dem Fluoreszenzfarbstoff Calcein-AM markiert. 
Anschließend wurden die Zielzellen zusammen mit peripheren Blutlymphozyten von Spender 2 und 45,45 nM 
des jeweiligen Antikörpers in Mikrotiterplatten inkubiert. Die Lymphozyten wurden in Verhältnissen von 0:1 bis 


















































































Abbildung 8.12 Titration von Antikörpern im ADCC-Assay 
Für den Assay wurden LS-174-Zellen als Zielzellen verwendet und mit Calcein-AM markiert. Periphere 
Blutlymphozyten und die markierten Zielzellen wurden anschließend im Verhältnis 80:1 im ADCC eingesetzt. 
Die Antikörper wurden in Konzentrationen von 15 pM bis 45 nM im Test verwendet. Alle Ansätze wurden in 
Triplikaten getestet. Dargestellt sind die Ergebnisse des Tests mit Lymphozyten von drei unterschiedlichen 
Spendern (A-C). Abweichungen wurden als Standardfehlers des Mittelwertes (SEM, Standard error of the mean) 
















Abbildung 8.13 SDS-PAGE mit Coomassiefärbung zur Überprüfung von Produktion und Reinigung von 
IgG- und IgG-scFv-Antikörpern 
Nach Produktion und Reinigung der Antikörper wurde je 1 µg auf ein 12 % iges SDS-PAA-Gel aufgetragen. 
Nach der SDS-PAGE wurden die Proteine mit Coomassie-Brilliantblau angefärbt. Neben dem generellen Erfolg 
der Produktion und Reinigung wurde das Vorhandensein der leichten und schweren Kette überprüft. 
  9 Danksagung 
  181      
9 Danksagung 
Mein besonderer Dank gilt Herrn Prof. Dr. Stefan Dübel für die Möglichkeit zur Mitarbeit 
und Promotion in seinem Institut. Vielen Dank für das interessante Thema und die 
Unterstützung auf diesem Weg. 
Ebenfalls ganz herzlich möchte ich mich bei Herrn Prof. Dr. Matthias Peipp für die 
Übernahme des Zweitgutachtens, die Möglichkeit eines Aufenthalts in seiner Arbeitsgruppe, 
sowie die vielen hilfreichen Informationen und Tipps bedanken.   
Außerdem möchte ich mich bei Herrn Prof. Dr. Michael Hust für die Übernahme des 
Prüfungsvorsitzes bedanken. 
 
Dr. Thomas Schirrmann danke ich für die Betreuung meiner Arbeit und die vielen hilfreichen 
Ideen und Vorschläge. 
Darüber hinaus möchte ich mich bei der gesamten Arbeitsgruppe für die tolle Atmosphäre im 
und außerhalb des Labors bedanken, sowie für die stete Unterstützung und Hilfsbereitschaft. 
Insbesondere gilt mein Dank Dr. André Frenzel, Dr. Anna Stanisak, Stefanie Behring, Doris 
Meier und Marlies Becker. Ihr seid einfach super! 
Vielen Dank auch an Sylvia Dietrich und Sonja Schauer aus deren Masterarbeiten ich 
Konstrukte und Proben für meine Arbeit verwenden konnte.  
 
Ganz herzlich möchte ich mich auch bei meiner Familie für den steten Rückhalt bedanken, 
und vor allem bei dir Torsten: Danke für deine Unterstützung in allen Lebenslagen und deine 
unendliche Geduld! 
          
 
   
   
 
 
